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ABC   Complejo avidina-biotina-peroxidasa 
CD   Marcador de diferenciación 
CDF   Células dendríticas foliculares 
CDIs   Células dendríticas interdigitantes 
CMH    Complejo mayor de histocompatibilidad 
cp   Cepa citopática   
dpi   Días post-inoculación 
DVB   Diarrea vírica bovina 
H-E   Hematoxilina-eosina 
IFNγ   Interferón gamma 
IHQ   Inmunohistoquímica 
IL   Interleuquina 
LPS    Lipopolisacárido 
m-MØ   Monocito-macrófago 
ncp   Cepa no citopática 
NI   No inoculados 
NK   Células asesinas naturales 
PBS   Tampón fosfato salino 
PMN   Polimorfonucleares 
Tc   Linfocitos T citotóxicos 
TCR   Receptor de antígeno de las células T 
TGFβ   Factor β de transformación del crecimiento 
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Th   Linfocitos T colaboradores 
TNFα   Factor de necrosis tumoral alfa  
TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end 
labelling 
vDVB   Virus de la diarrea vírica bovina 
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La diarrea vírica bovina (DVB) es una enfermedad de distribución mundial 
producida por un virus ARN perteneciente al género Pestivirus, que se clasifica 
dentro de la familia Flaviviridae. Debido a las diferencias existentes en el genoma del 
vDVB, las cepas se clasificaron en dos genotipos, vDVB tipo 1 y vDVB tipo 2 
(Ridpath et al., 1994) que, actualmente, son reconocidos como especies diferentes 
pertenecientes al género Pestivirus (Thiel et al., 2005).  A su vez, se pueden 
clasificar en dos biotipos, citopático (cp) y no citopático (ncp), dependiendo del 
efecto producido por el mismo en cultivos de células epiteliales bovinas (Baker et al., 
1954; Gillespie et al., 1960).  
La infección con el virus de la DVB (vDVB) induce un cuadro subclínico o de 
intensidad media, con fiebre, anorexia, leucopenia y ligera a moderada diarrea, 
sufriendo los animales un estado de inmunodepresión que favorece y potencia la 
acción de otros agentes patógenos (Lamontagne et al., 1989). Asimismo, el genotipo 
2 está asociado a enfermedad respiratoria intensa y a un cuadro hemorrágico agudo 
que puede dar lugar a la muerte del animal.  
La DVB produce graves pérdidas económicas debido a la inducción de 
malformaciones congénitas, abortos, infertilidad, aparición de animales 
persistentemente infectados, inmunosupresión y predisposición a enfermedades 
secundarias con otros agentes patógenos (Bielefeldt Ohmann, 1995; Moennig y 
Liess, 1995, Campbell, 2004). 
 Los estudios realizados sobre la respuesta inmunológica y los cambios 
secuenciales producidos en los órganos linfoides en el transcurso de la DVB in vivo 
son escasos, siendo de gran importancia su conocimiento para establecer el papel 
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desempeñado por las diferentes células inmunocompetentes en la difusión orgánica 
del virus y en la patogenia de la inmunosupresión que se produce en el transcurso 
de esta enfermedad.  
El bazo y el timo poseen distintas poblaciones celulares implicadas en la 
respuesta inmunológica, lo cual nos permite utilizar estos órganos para el estudio de 
la patogenia de la depleción linfoide producida en el transcurso de la DVB. El 
objetivo de este trabajo fue investigar la relación espacial y temporal existente entre 
la depleción linfoide, la presencia de antígeno vírico y los cambios cuantitativos y 
cualitativos de los linfocitos, monocitos-macrófagos, células dendríticas, reticulares y 
retículo-epiteliales, utilizando para ello diferentes técnicas histopatológicas, 
inmunohistoquímicas y ultraestructurales en terneros inoculados experimentalmente 
con la cepa ncp 7443 del vDVB.  
Este trabajo ha sido financiado por el Ministerio de Ciencia y Tecnología, 
dentro del proyecto AGL 2003-252 titulado “Respuesta inmune celular en la diarrea 
vírica bovina: Estudio in situ de las células y citoquinas implicadas”, y por el Plan 
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La DVB fue descrita por primera vez en 1946 por investigadores de la 
universidad de Cornell, que observaron una nueva enfermedad transmisible en 
terneros en granjas de Nueva York, caracterizada por leucopenia, fiebre alta, 
depresión, diarrea, deshidratación, anorexia, salivación, descarga nasal, erosiones 
en el aparato digestivo y hemorragias en diversos tejidos (Olafson et al., 1946). 
Una enfermedad similar se describió en Canadá por Childs en 1946. Esta 
enfermedad, denominada enfermedad de las mucosas (EM) por Ramsey y Chievers 
en 1953,  producía unas lesiones en el tracto gastrointestinal mucho más intensas 
que la DVB, y afectaba sólo a algunos animales de la granja, aunque con una alta 
tasa de mortalidad. Además, no se conseguía transmitir experimentalmente, por lo 
que se consideró una enfermedad diferente a la DVB (Ramsey y Chievers, 1953), 
hasta que estudios utilizando neutralización vírica determinaron que la DVB y la EM 
eran diferentes manifestaciones de una misma enfermedad (Gillespie et al., 1961; 
Kniazeff et al., 1961; Thomson y Savan, 1963). Varios años después la enfermedad 
pasó a ser conocida como diarrea vírica bovina-enfermedad de las mucosas (DVB-
EM).  
La DVB está ampliamente distribuida a nivel mundial, y produce una gran 
variedad de presentaciones clínicas que van desde formas subclínicas a procesos 
hemorrágicos que pueden llegar a causar la muerte de los animales. Asimismo, el 
vDVB induce un estado de inmunosupresión que favorece la aparición de 
infecciones secundarias y potencia la acción de otros agentes patógenos 
(Lamontagne et al., 1989).  
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1. CLASIFICACIÓN Y BIOLOGÍA MOLECULAR 
El vDVB es un virus ARN que pertenece al género Pestivirus junto con el virus 
de la peste porcina clásica y el virus de la enfermedad de la frontera (Thiel et al., 
2005). Aunque este género fue incluido inicialmente dentro de la familia Togaviridae, 
se reclasificó posteriormente en la familia Flaviviridae, basándose en la morfología 
vírica, la organización del genoma y la expresión de los genes que codifican las 
distintas proteínas (Franki et al., 1991). Actualmente, existen 4 especies reconocidas 
pertenecientes a este género: vDVB 1, vDVB 2, virus de la enfermedad de la frontera 
y virus de la peste porcina clásica (Thiel et al., 2005). Asimismo, se han sugerido 
nuevas especies basadas en aislamientos víricos de jirafa, reno, berrendo y rebeco 
(Arnal et al., 2004; Ávalos-Ramírez et al., 2001; Cornish et al., 2003).  
Los viriones de los pestivirus son partículas esféricas de 40 a 60 nm de 
diámetro. Estos viriones poseen una nucleocápside central icosaédrica compuesta 
por la proteína C y el ARN genómico, rodeada por una doble envuelta lipídica, 
derivada de las membranas de la célula hospedadora, que hace a estos virus 
susceptibles a la inactivación por detergentes y solventes orgánicos. La composición 
de los lípidos no ha sido descrita hasta la fecha (Thiel et al.,  2005).  
 
Fig. 1. Fuente: http://www.fli.bund.de/569+M52087573ab0.html 
 
El genoma vírico está formado por una molécula de ARN de cadena simple y 
polaridad positiva de 2,9 a 4,4x106 Da de tamaño (Pritchett et al., 1975; Purchio et 
al., 1983), que presenta una longitud aproximada de 12.300 nucleótidos, aunque 
algunas secciones del genoma pueden duplicarse en cepas citopáticas, dando lugar 
a un ARN genómico de mayor tamaño (Thiel et al., 2005). Esta cadena de ARN  esta 
constituida por un fragmento de lectura abierta (ORF, del inglés open reading frame) 
flanqueado en los extremos 3’ y 5’ por regiones no traducidas (UTR, del inglés 
untranslated regions), siendo el extremo 5’UTR la región más conservada entre los 
pestivirus (Ridpath y Bolin, 1997).  
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La infección de las células susceptibles se produce mediante una endocitosis 
mediada por receptores, comenzando con la adhesión y penetración en la célula por 
un mecanismo en el que interviene la glucoproteína E2 (Xue et al., 1997). Una vez 
en el interior de la células, el genoma vírico actúa como ARN mensajero y se traduce 
en una poliproteína que es procesada por la acción de proteasas que son 
codificadas tanto por el virus como por la célula hospedadora, dando lugar a las 
proteínas víricas. La replicación del ARN tiene lugar en el citoplasma de la célula 
hospedadora. Las partículas víricas son ensambladas tanto en el complejo de Golgi 
como en el retículo endoplásmico rugoso, donde los viriones adquieren su envoltura 
lipídica, son transportadas por vesículas del citoplasma y expulsadas por exocitosis 
(Ridpath, 2005). 
 
1.1. PROTEÍNAS VÍRICAS       
La nomenclatura de las proteínas víricas ha cambiado con el tiempo, lo que 
puede dar lugar a confusión cuando se consultan artículos antiguos. Los primeros 
estudios sobre el vDVB describieron dos glucoproteínas estructurales, que fueron 
denominadas VP1 y VP2 (Matthaeus, 1979). Autores posteriores se refirieron a estas 
proteínas como E1 y E2 (Westaway et al., 1985). Por lo tanto, la proteína vírica 
actualmente conocida como E2, puede aparecer en la literatura como VP1, E1 o 
gp53, basándose en su peso molecular. Asimismo, La Erns puede ser nombrada 
como VP2, E0, E2, o gp48 (Ridpath, 2005). 
En el Eighth Report of the Internacional Comité on Taxonomy of Virases (Thiel 
et al., 2005), se designan las siguientes proteínas víricas, comenzando por el 
extremo 5’ (Fig. 2): 
- La proteína no estructural Npro (p20), que junto con la Erns son las proteínas 
específicas del género Pestivirus, y no son codificadas por otros miembros de la 
familia Flaviviridae. Es una autoproteasa vírica con capacidad de separarse de la 
poliproteína (Thiel et al., 2005).  
- La proteína estructural C (p14), forma la nucleocápsida del virión, y está 
altamente conservada entre los pestivirus. Su función es empaquetar el ARN 
genómico y proporcionar las interacciones necesarias para la formación de la 
envoltura del virión (Thiel et al., 2005). 
- Las glucoproteínas estructurales de la envoltura Erns (gp48), E1 (gp25) y E2 
(gp53). La glucoproteína Erns procedente de aislados del virus de la PPC tiene acción 
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inmunosupresora, citotóxica y es inductora de la apoptosis en linfocitos bovinos al 
inhibir la síntesis de proteínas (Bruschke et al., 1997). La proteína E2 contiene una 
región hipervariable responsable de la gran variabilidad antigénica de los pestivirus 
(Ridpath y Bolin, 1997; Van Rijn et al., 1997) y es la proteína más inmunógena de 
este género, siendo capaz, junto con la Erns, de inducir la producción de anticuerpos 
neutralizantes (Thiel et al., 2005).  
- La proteína no estructural p7 que, presumiblemente, tiene un papel en la 
maduración del virus (Thiel et al., 2005). 
- La proteína no estructural NS2-3 (p125). Parece ser que mutaciones y 
reordenaciones en esta proteína no estructural están relacionadas con la conversión 
de las cepas ncp a cp, ya que en las cepas cp esta proteína es procesada y se 
escinde en NS2 (p54) y NS3 (p80), siendo la NS3 la responsable del efecto 
citopático del virus  (Meyers et al., 1992, Meyers y Thiel, 1996). La proteína NS2-3 
es también capaz de inducir la producción de anticuerpos, pero no son capaces de 
neutralizar al virus. Esta proteína está muy conservada entre los pestivirus, por lo 
que anticuerpos desarrollados frente a ella pueden presentar reacción cruzada con 
el virus de la peste porcina clásica o el virus de la enfermedad de la frontera (Thiel et 
al., 2005).    
- Las proteínas no estructurales NS4 A y B y NS5 A y B (Thiel et al., 2005).  
 
Fig. 2. Fuente: http://www.fli.bund.de/569+M52087573ab0.html 
 
 1.2. GENOTIPOS 
La heterogeneidad es la característica que define a las diferentes cepas del 
vDVB, existiendo una gran variabilidad genética y antigénica que da lugar a un 
amplio espectro de manifestaciones clínicas y lesiones y dificulta el diagnóstico de la 
enfermedad (Corapi et al., 1990a; Ridpath et al., 1994; Bolin y Grooms, 2004).  
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Debido a las diferencias existentes en el genoma del vDVB, las cepas se 
clasificaron en dos genotipos, vDVB tipo 1 y vDVB tipo 2 (Ridpath et al., 1994) que, 
actualmente, son reconocidos como especies diferentes pertenecientes al género 
Pestivirus (Thiel et al., 2005).  Estos genotipos, a su vez, pueden ser divididos en 
subgenotipos, existiendo 11 subgenotipos para el vDVB tipo 1 (1a-1k) y 2 para el 
vDVB tipo 2 (a y b) (Pellerin et al., 1994; Vilcek et al., 2001; Flores et al., 2002). Las 
cepas de ambos genotipos son antigénicamente diferentes (Ridpath et al., 1994, 
Ridpath et al., 2000), existiendo la posibilidad del nacimiento de animales 
persistentemente infectados con cepas del genotipo vDVB tipo 2 en granjas en las 
que los animales han sido vacunados con cepas del genotipo vDVB tipo 1 (Ridpath 
et al., 1994a). El vDVB tipo 1 tiene una distribución mundial (Vilcek et al., 2004), 
mientras que el tipo 2 ha sido detectado sobre todo en América del Norte (Pellerin et 
al., 1994; Ridpath et al., 2000; Tajima et al., 2005).  
El vDVB tipo 1 da lugar a procesos leves con sintomatología inaparente, 
caracterizados por un aumento de la temperatura corporal y la presencia de lesiones 
moderadas restringidas al aparato digestivo y a órganos linfoides. Asimismo, este 
genotipo puede inducir abortos y otras patologías reproductivas en vacas gestantes. 
Dentro de este genotipo se incluyen los aislados predominantes en las explotaciones 
(Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994). 
Inicialmente, el vDVB tipo 2 se asoció a brotes de síndrome hemorrágico, una 
forma clínicamente más intensa de infección aguda, perteneciendo todas las cepas 
relacionadas con la forma clínica severa a este genotipo (Corapi et al., 1990; 
Stoffregen, 2000). Sin embargo, la mayoría de cepas del vDVB tipo 2 tienen una 
virulencia similar a las cepas del vDVB tipo 1 (Ridpath et al., 1994a).  
 
1.3. BIOTIPOS 
Las diferentes cepas del vDVB se clasifican, independientemente del genotipo 
al que pertenezcan, como cp o ncp, basándose en el comportamiento del virus en 
cultivos de células epiteliales bovinas. In vitro, se ha observado que las cepas ncp se 
replican en las células infectadas sin originar cambios morfológicos evidentes, 
mientras que las cepas cp inducen un efecto citopático sobre estas células, 
produciendo una vacuolización del citoplasma (Baker et al., 1954, Gillespie et al., 
1960). Este efecto parece estar asociado al estrés producido por la acumulación de 
la proteína vírica NS3 sobre el retículo endoplásmico liso (Zhang et al., 2003), lo que 
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induciría una proliferación de las membranas lisas y la formación de vacuolas y 
lisosomas, confiriendo propiedades fagocíticas anormales a las células (Birk et al., 
2008).  
Las cepas cp inducen apoptosis en cultivos celulares de células epiteliales 
(Zhang et al., 1996; Hoff y Donis, 1997; Yamane et al., 2005), así como en cultivos 
de monocitos de sangre periférica (Lambot et al., 1998). Aunque las cepas ncp no 
inducen efecto citopático, son capaces de bloquear el efecto citopático de las cepas 
cp sobre las células de los cultivos donde aparecen ambos biotipos (Bendfeldt et al., 
2003). Las cepas ncp inhiben la apoptosis en estadíos iniciales a nivel de la vía 
intrínseca o mitocondrial, induciendo la sobreexpresión de bcl-2, mecanismo que 
podría favorecer el establecimiento de infecciones persistentes (Bendfeldt et al., 
2003). 
Las cepas cp se originan a partir de recombinaciones de las cepas ncp con el 
ARN de la célula hospedadora o con el propio genoma vírico, produciéndose 
inserciones o reordenaciones del genoma en la región que codifica la proteína no 
estructural NS2-3 (p125). Todas las mutaciones identificadas permiten el 
procesamiento de la proteína NS2-3 para dar lugar a las proteínas NS2 (p54) y NS3 
(p80), o la expresión de un gen NS3 duplicado. (Meyers et al., 1992; Tautz et al., 
1994; Kümmerer et al., 2000; Kümmerer y Meyers, 2000). Por lo tanto, la expresión 
de la proteína NS3 es una característica uniforme de las cepas cp, mientras que las 
células infectadas con cepas ncp sólo expresan la proteína NS2-3 (Greiser-Wilke et 
al., 1993; Meyers et al., 1991; 1992; Pellerin et al., 1995; Tautz et al., 1993). 
 El significado práctico de la existencia de los biotipos in vivo reside en que las 
cepas ncp pueden establecer infecciones persistentes tras la infección uterina, 
mientras que las cp no tienen esta capacidad (Ridpath et al., 2006). Asimismo, in 
vivo, ambas cepas interaccionan para dar lugar a la enfermedad de las mucosas 
(Bolin et al., 1985a). 
La citopatogenicidad observada in vitro no está correlacionada con la 
virulencia de la cepa en infecciones agudas in vivo (Bezek et al., 1994). De hecho, 
todas las cepas altamente virulentas, caracterizadas por una gran destrucción de los 
órganos linfoides in vivo, no tienen efecto sobre los cultivos de células epiteliales y 
han sido identificadas como ncp (Corapi et al., 1990b; Bolin y Ridpath, 1992; Carman 
et al., 1998; Ellis et al., 1998; Ridpath et al., 2000; Liebler Tenorio et al., 2002). 
Recientemente, tras el estudio del comportamiento de diferentes cepas del virus 
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sobre cultivos de células linfoides, Ridpath et al. (2006) propusieron la existencia de 
tres biotipos: biotipo citopático (correspondiente a cepas anteriormente clasificadas 
como cp, en las cuales la proteína vírica NS2-3 se divide en NS2 y NS3), que 
produciría muerte celular tanto en cultivos de células epiteliales como en cultivos de 
células linfoides, biotipo linfocitopático (correspondiente a cepas ncp de alta 
virulencia), que produciría muerte celular en cultivos de células linfoides pero no 
afectaría a las células epiteliales y biotipo no citopático (correspondiente a cepas ncp 
de baja virulencia), que no causaría muerte celular en cultivos de células epiteliales 
ni linfoides. Esta nueva división permitiría correlacionar el biotipo linfocitopático con 
la virulencia in vivo. Aunque los mecanismos a través de los cuales las cepas ncp 
dan lugar a la muerte celular de las células linfoides continúan siendo objeto de 
estudio, se han observado diferencias con los mecanismos que dan lugar a la 
muerte celular en cepas cp (Ridpath et al., 2006). 
Los brotes de enfermedad aguda producidas por las cepas ncp son los que 
dan lugar a las mayores pérdidas económicas (Evermann y Ridpath, 2002; Fulton et 
al., 2002) y, en la naturaleza, estas cepas predominan sobre las cp que, 
generalmente, han sido aisladas a partir de brotes de EM.  
Ambos biotipos también difieren en el modo en que activan el sistema 
inmunológico (Collen y Morrison, 2000); la cepa ncp induce una respuesta 
inmunológica de tipo humoral más pronunciada, mientras que en la cepa cp 
predomina la respuesta de tipo celular (Lambot et al., 1997). Tras una infección in 
vitro, la función de los monocitos no se ve alterada por las cepas ncp, mientras que 
las cepas cp destruyen estas células. Sin embargo, las células dendríticas no se ven 
afectadas por la infección con ninguno de los dos biotipos (Glew et al., 2003). 
 
2. EPIDEMIOLOGÍA   
Los bovinos  son los hospedadores naturales del vDVB, constituyendo el 
principal reservorio y fuente de infección. Las ovejas también pueden ser 
transmisoras del vDVB tras un contacto estrecho con otras ovejas o con bovinos, 
existiendo otras especies de rumiantes como camellos, llamas o alpacas en los 
cuales se ha aislado el virus pero que no representan un papel importante en la 
diseminación del mismo (Belknap et al., 2000; Goyal et al., 2002; Wentz et al., 2003). 
Asimismo, se ha observado una ligera leucopenia y trombocitopenia en cerdos 
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inoculados con cepas del vDVB tipo 2, sin desarrollar lesiones macroscópicas o 
histológicas evidentes (Makoschey et al., 2002). 
La transmisión del vDVB puede ocurrir de forma vertical, resultando en 
infecciones congénitas del feto, o de forma horizontal tras el nacimiento. La 
transmisión al feto con cepas ncp antes de los 125 días de gestación, cuando el feto 
aún no es inmunocompetente, puede dar lugar a  animales persistentemente 
infectados (PI) (Moenning y Liess, 1995). La infección en el útero tras los 120-150 
días de gestación, cuando el feto ya es inmunocompetente, puede inducir la 
aparición de abortos, nacidos débiles, malformaciones congénitas o nacimiento de 
terneros aparentemente normales (Thurmond, 2005). 
La transmisión horizontal directa se produce tras un contacto estrecho entre 
los animales sanos y animales infectados de forma aguda o PI (Traven et al., 1991; 
Viet et al., 2007). El vDVB puede ser excretado en la mayoría de las excreciones y 
secreciones del organismo, incluyendo la lágrima, la leche, la saliva, las heces, las 
secreciones nasales y el semen de animales con infección aguda o PI (Houe, 1995). 
Los animales PI desempeñan un papel muy importante en la epidemiología de esta 
enfermedad, ya que generalmente excretan más virus y durante un período de 
tiempo mucho mayor que los animales con una infección aguda adquirida 
postnatalmente, en los que el virus se excreta de forma transitoria. Por ello, los 
animales son capaces de infectar en pocos meses a la mayor parte de los animales 
con los que mantienen contacto (Corrales et al., 2001; Ribera et al., 2003). 
En la transmisión horizontal indirecta la diseminación del virus se realiza a 
través de fómites contaminados con el virus, pastos comunes, semen infectado, 
vacunas o transferencia de embriones, pudiendo producirse una infección de la 
hembra receptora si el embrión está contaminado (Niskanen y Lindberg, 2003). 
 
3. MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LA DVB  
Los signos clínicos y lesiones producidas tras la infección con el vDVB son 
muy variables (Baker, 1995; Nettleton y Entrican, 1995), lo que en ocasiones dificulta 
el diagnóstico de la enfermedad. Esta gran variabilidad depende de diversos factores 
tanto del hospedador como del virus. La influencia de los  factores individuales, 
como estado inmunitario e inmunocompetencia, se ha puesto de manifiesto en 
diversos estudios experimentales, observándose diferencias entre la intensidad de 
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signos clínicos y la velocidad de recuperación en animales inoculados bajo las 
mismas condiciones (Liebler-Tenorio et al., 2003b). Entre los factores del virus se 
encuentran el genotipo, biotipo y la virulencia de la cepa, que constituye el factor 
más importante para determinar el resultado de una infección aguda (Liebler-
Tenorio, 2005).  
En la patogenia de la infección por el VDVB podemos distinguir entre varios 
síndromes: infección aguda, infección transplacentaria/intrauterina, infección 
persistente y enfermedad de las mucosas (Liebler-Tenorio, 2005).  
 
3.1. INFECCIÓN AGUDA 
La infección aguda es la forma más común de DVB, y tiene lugar cuando 
terneros susceptibles seronegativos e inmunocompetentes se infectan con el virus 
(Liebler-Tenorio, 2005).  
Históricamente, se les ha atribuido escasa importancia a las infecciones 
agudas, debido a que la mayoría de infecciones en animales inmunocompetentes 
tanto con cepas ncp del vDVB tipo 1 (Wilhelmsen et al., 1990; Bolin y Ridpath, 1992; 
Bruschke et al., 1998)  como de tipo 2 de baja virulencia (Kelling et al., 2002; Liebler-
Tenorio et al., 2003a; 2003b; 2004; Keller et al., 2006) cursan de forma subclínica, 
con una morbilidad generalmente alta y escasa mortalidad. Estas infecciones pasan 
desapercibidas en la mayoría de las ocasiones mostrando como únicos síntomas 
una ligera elevación de la temperatura corporal, disminución del recuento 
leucocitario e inmunosupresión, lo que favorece la aparición de infecciones 
secundarias con otros agentes patógenos (Potgieter, 1995).   
Sin embargo, en los últimos años, ha existido un incremento en la incidencia 
de brotes de infección aguda grave, causada por cepas ncp del vDVB tipo 2 de 
elevada virulencia, asociados a signos clínicos intensos y elevada mortalidad, que 
afecta a animales de todas las edades (Corapi et al., 1990b; Wilhemsen et al., 1990; 
Carman et al., 1998; Ridpath y Bolin, 1998; Archambault et al., 2000; Stoffregen et 
al., 2000; Kelling et al., 2002; Liebler-Tenorio et al., 2003a). La sintomatología se 
caracteriza por fiebre alta, agalaxia, diarrea, alteraciones respiratorias y 
trombocitopenia intensa asociada a hemorragias, produciéndose en ocasiones la 
muerte del animal a las 48 horas. En estos animales se observan erosiones en el 
aparato digestivo, lesiones neumónicas y depleción de los órganos linfoides (Hibberd 
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et al., 1993; David et al., 1994; Bielefeldt-Ohmann, 1995; Carman et al., 1998; 
Archambault et al., 2000).  
Asimismo, el vDVB puede dar lugar a transtornos reproductivos, ya que puede 
ser eliminado tanto por el semen de animales PI como por el de animales 
inmunocompetentes en el transcurso de una infección aguda (Kirkland et al., 1991; 
Meyling y Jensen, 1988; Revell et al., 1988; Schlafer et al., 1990). Esto da lugar a 
infecciones venéreas, que provocan un descenso de la fertilidad y una disminución 
de las tasas de concepción (Revell et al., 1988; Paton et al., 1990). En la hembra, el 
ovario es una de las estructuras más afectadas, pudiéndose alterar la función 
ovárica e impidiendo una dinámica folicular normal, dando lugar a un estado de 
infertilidad temporal (Fray et al., 2000; McGowan et al., 2003). En ocasiones, los 
transtornos reproductivos son los únicos síntomas observados en una explotación 
infectada (Paton et al., 1990). 
 El desarrollo de signos clínicos y la distribución del virus por los tejidos del 
hospedador ha sido descrito tanto en infecciones de campo como en condiciones 
experimentales (Bruschke et al., 1998a; Ellis et al., 1998; Archambault et al., 2000; 
Liebler-Tenorio et al., 2002; 2003b), principalmente tras la infección con cepas de 
alta virulencia.  
 Independientemente de la virulencia de la cepa, la principal ruta de infección 
postnatal del vDVB es la vía oronasal, constituyendo la mucosa nasal y la tonsila los 
primeros órganos de replicación del virus (Bielefeldt-Ohmann, 1983; Bruschke et al., 
1998). Desde aquí, el virus se disemina a los nódulos linfáticos retrofaríngeos a 
través de los vasos linfáticos y, posteriormente, al resto del organismo a través de la 
sangre, ya que la linfa procedente del nódulo linfático retrofaríngeo penetra en la 
vena yugular. A través de la sangre el virus viaja de forma libre o asociado a 
linfocitos y monocitos-macrófagos (Brownlie, 1990; Bruschke et al., 1998a), 
dependiendo de la virulencia de la cepa la distribución del virus por los tejidos y el 
desarrollo de las lesiones (Liebler-Tenorio et al., 2005). 
 
a) Cepas de baja virulencia 
En estudios experimentales con cepas de baja virulencia pertenecientes tanto 
al vDVB tipo 1 como tipo 2, los animales no desarrollaron signos de enfermedad 
(Wilhemsem et al., 1990, Traven et al., 1991, Bolin y Ridpath 1992, Marshall et al., 
1996, Bruschke et al., 1998a, Liebler-Tenorio et al., 2003a). Estudios en los que se 
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monitorizó la temperatura corporal diariamente mostraron un aumento ligero de la 
temperatura corporal durante 1 ó 2 días (Liebler-Tenorio et al., 2003). 
Estudios inmunohistoquímicos detectaron la presencia del antígeno vírico, 
desde los 3 dpi, en las tonsilas, nódulos linfáticos y placas de Peyer. En estos 
órganos, el antígeno se observa, principalmente, en áreas interfoliculares y en la 
periferia de los folículos linfoides, y en la tonsila tanto en epitelio como en la lámina 
propia (Liebler-Tenorio et al., 2003a).  
La mayor distribución y cantidad de virus se detecta a los 6 dpi, donde el 
antígeno también se encuentra en bazo y timo, asociado con linfocitos y células 
estromales. A pesar de la gran cantidad de virus existente, las lesiones son muy 
escasas consistiendo, principalmente, en una moderada depleción de algunos 
folículos linfoides. El virus no se detecta en los megacariocitos de la médula ósea en 
ningún momento de la infección, no produciéndose la trombocitopenia que en 
ocasiones acompaña a las infecciones con cepas de alta virulencia. La mucosa 
intestinal es el único tejido no linfoide donde se detecta el virus (Liebler-Tenorio et 
al., 2003a). 
En fechas posteriores se produce una disminución en la cantidad de antígeno 
vírico, que conduce a una desaparición del mismo de la mayoría de localizaciones. 
El antígeno que perdura se encuentra asociado a células dendríticas foliculares en 
folículos linfoides y células de morfología estrellada en el timo. A pesar de la 
disminución en la cantidad de antígeno vírico, a los 9 dpi se observa una depleción 
linfoide mucho más intensa, produciéndose diferentes grados de repoblación en las 
estructuras linfoides a los 13 dpi (Liebler-Tenorio et al., 2003a).  Existe una marcada 
diferencia en el grado de recuperación entre diferentes animales, lo que indica la 
importancia de los factores individuales del hospedador. La reversibilidad de las 
lesiones probablemente sea debida a que los elementos estromales permanece en 
los órganos linfoides, lo que permite esta repoblación con linfocitos circulantes 
(Liebler-Tenorio et al., 2003).  
  
b) Cepas de alta virulencia  
Los signos clínicos tras la infección con cepas de alta virulencia son muy 
intensos aunque inespecíficos, consistiendo en fiebre alta, anorexia, depresión y 
diarrea (Corapi et al., 1990, Bolin y Ridpath 1992, Ellis et al., 1998, Odeon et al., 
1999, Archambault et al., 2000, Liebler-Tenorio et al., 2002). También se ha descrito 
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un síndrome hemorrágico severo. En infecciones experimentales, se han descrito 
otros síntomas como linfopenias severas y trombocitopenia. Esta trombocitopenia 
está directamente relacionada con la infección de la médula ósea por el virus, que se 
detecta en células de la serie mieloide y megacariocitos (Corapi et al., 1990b, Bolin y 
Ridpath 1992, Ellis et al., 1998, Odeon et al., 1999, Archambault et al., 2000, Liebler-
Tenorio et al., 2002).  
El virus se dirige en fases iniciales a las tonsilas y órganos linfoides, de forma 
similar a las cepas de baja virulencia (Liebler-Tenorio et al., 2003a). Sin embargo, la 
presencia de antígeno vírico no se limita a estos tejidos, sino que a partir de los 6 dpi 
se extiende a la médula ósea (Liebler-Tenorio et al., 2002), así como a la mucosa del 
aparato digestivo, aparato respiratorio y órganos endocrinos (Liebler-Tenorio et al., 
2002; 2003a).  
En contraste con las cepas de baja virulencia, no se produce una disminución 
del antígeno vírico en los tejidos en fechas posteriores sino que éste continúa 
dispersándose por el organismo, produciendo una intensa depleción de los folículos 
linfoides e incremento de la apoptosis en áreas T-dependientes (Liebler-Tenorio et 
al., 2003a). En el aparato digestivo pueden aparecer lesiones erosivas o ulcerativas 
debido a una necrosis del epitelio (Ellis et al., 1998, Odeon et al., 1999). También se 
han observado hemorragias petequiales en el tracto digestivo que no siempre están 
relacionadas con la presencia de erosiones o ulceraciones. En estas zonas, la 
presencia del antígeno vírico en las células del epitelio de la mucosa provoca su 
vacuolización y con ello la separación entre células, lo que podría originar las 
hemorragias (Stoffregen et al., 2000). 
 El antígeno vírico también se ha detectado en células endoteliales, y se ha 
asociado a la existencia de vasculitis, que podría estar causada por el depósito de 
inmunocomplejos  en las paredes de los vasos (Edwards y Rickles, 1984; Bolin et al., 
1985). 
 
3.2. INFECCIÓN UTERINA/TRANSPLACENTARIA 
El vDVB es capaz de superar la barrera placentaria e infectar al feto. Las 
consecuencias dependen en gran medida del momento de la gestación en que tiene 
lugar la infección, así como de las características del virus, especialmente el biotipo. 
Así, aunque ambos biotipos pueden llegar al feto vía transplacentaria, el biotipo cp 
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produce más daños en el feto que el ncp (Vanroose et al., 1998), y sólo el biotipo 
ncp es capaz de inducir viremia persistente (Brownlie et al., 1989).  
   La infección del feto puede resultar en muerte fetal con momificaciones o 
abortos, que se traducen en repeticiones a celo. Normalmente, el porcentaje de 
abortos es bajo y éstos sólo se presentan en rebaños que no han estado antes en 
contacto con el virus y, por lo tanto, no poseen inmunidad (Brownlie, 1985; Duffell y 
Harkness, 1985; McGowan y Kirkland, 1995). Otra consecuencia de la infección fetal 
es el nacimiento de  animales persistentemente infectados, que se describirán con 
mayor detalle en el siguiente apartado. Entre los 100-150 días de gestación, 
coincidiendo con la inmunocompetencia fetal y la organogénesis, pueden producirse 
alteraciones congénitas. Entre éstas destacan la hipoplasia o aplasia cerebelosa, 
porencefalia, hidrocefalia, dismielogénesis, atrofia de retina, microftalmia, 
disminución de la pigmentación de la retina o artrogriposis. También se han descrito 
atrofia e hipoplasia del timo (Bielefeldt-Ohmann, 1995). 
 Asimismo, a partir de los 150 días de gestación, la infección congénita puede 
dar lugar al nacimiento de terneros seropositivos, que son animales 
inmunocompetentes y, a diferencia de los PI,  presentan anticuerpos específicos 
contra el vDVB. En algunos casos, se produce el nacimiento de terneros débiles de 
bajo peso y poco viables, que suelen morir a los pocos días del nacimiento (Ohman, 
1982). 
 
3.3. INFECCIONES PERSISTENTES 
Los animales se infectan de forma persistente cuando una hembra gestante 
seronegativa entra en contacto con el virus entre los 30 y 90 días de gestación, 
siendo menos frecuente a medida que el feto se acerca a los 125 días (Roeder et al., 
1986; Radostits y Littlejohns, 1988; Moennig y Liess, 1995). En este momento de la 
infección el sistema inmunológico del feto aún no está desarrollado, y la presencia 
continua de grandes cantidades de virus en los tejidos da lugar a un fenómeno de 
inmunotolerancia, ya que el virus no es reconocido como extraño y, por lo tanto, no 
se produce una respuesta inmunológica frente a él. Aunque el virus se distribuye 
ampliamente a través de los tejidos (Fredriksen et al., 1999b), el daño al feto es 
limitado, por lo que la gestación se mantiene. En la infección persistente pueden 
verse involucrados ambos genotipos del virus, pero sólo las cepas del biotipo ncp 
son capaces de dar lugar al nacimiento de animales PI (Brownlie et al., 1989). Este 
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hecho ha sido relacionado con la diferente capacidad de las cepas cp y ncp de 
inducir la producción de IFN de tipo I (Adler et al., 1997), ya que las cepas ncp no 
inducen la producción de este tipo de IFN, y bloquean la inducción de IFN por otros 
virus (Adler et al., 1997; Nakamura et al., 1995), mientras que las cepas cp inducen 
la producción de IFN de tipo I. Debido a esto se piensa que esta capacidad del virus 
de inhibir la producción de IFN de tipo I está relacionada con la capacidad de eludir 
la respuesta inmunológica y establecer infecciones persistentes (Charleston et al., 
2001). Se ha sugerido la intervención de las proteínas víricas Erns y Npro en este 
proceso, ya que la alteración de ambas estimula la producción de IFN de tipo I 
(Meyers et al., 2007). 
La evasión de la respuesta inmunológica que tiene lugar en los animales 
PIestá restringida a la cepa que produjo la infección intrauterina, frente a la cual no 
producen anticuerpos (Donis y Dubovi, 1987), pudiendo establecerse una respuesta 
inmunológica humoral y celular tras la infección con otras cepas de vDVB (Collen et 
al., 2000; Fulton et al., 2003). 
La importancia de los animales PI radica en que actúan como reservorio del 
virus y son una importante fuente de contagio para otros animales. Las madres PI  
pueden originar familias de animales PI mediante infección vertical. Además, los 
animales PI son de gran importancia en la patogenia de la EM (Fredriksen et al., 
1999; Odeon et al., 1999; Brock et al., 2003; Bolin y Grooms, 2003; Confer et al., 
2005). 
La infección fetal persistente puede dar lugar al nacimiento de terneros 
“nacidos débiles”, que pueden morir a las pocas horas o días del nacimiento, o a 
terneros aparentemente normales, que suelen tener retrasos en el crecimiento y 
mayores índices de mortalidad debido a una mayor predisposición a las infecciones 
secundarias (Duffel y Harkness 1985; Barber et al., 1985; Werdin et al., 1989, 
Muñoz-Zanzi et al., 2003). 
El estudio de los animales PI revela una amplia distribución del virus por los 
tejidos, sin lesiones morfológicas asociadas, y la ausencia de una respuesta 
inmunológica contra la cepa que dio lugar a la infección persistente. En órganos 
linfoides, el virus se ha observado en células mononucleares, la mayor parte 
linfocitos, con un patrón de distribución difuso (Bielefeldt-Ohman, 1988). Las células 
positivas se detectan en mayor número en las áreas interfoliculares que en los 
folículos linfoides. En el timo, el antígeno vírico se encuentra presente en linfocitos 
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de la corteza y en células de gran tamaño, identificadas como macrófagos, de la 
unión corticomedular (Liebler et al., 1992).  
 
3.4. ENFERMEDAD DE LAS MUCOSAS 
La EM es la forma clínica más grave producida por la infección por el vDVB y 
se caracteriza por la aparición de erosiones, úlceras y hemorragias de la mucosa del 
aparato digestivo, así como depleción linfoide del bazo, nódulos linfáticos y timo, lo 
que induce un estado de inmunosupresión. Los animales mueren por lo general en 
las 2 ó 3 semanas tras la aparición de los síntomas clínicos (Ramsey y Chivers 
1953; Bielefeldt Ohmann, 1983; Bolin et al., 1985; Liebler et al., 1991; Wilhelmsen et 
al., 1991; Bolin y Grooms, 2004).  
Para que se desarrolle la EM es necesario que un animal PI tras una infección 
intrauterina con una cepa ncp se infecte con una cepa cp, homóloga 
antigénicamente a la cepa ncp que produjo la inmunotolerancia (McClurkin et al., 
1984, Bolin et al., 1985a, Brownlie, 1990; Confer et al., 2005).  
El curso de la infección está influido por el grado de homología existente entre 
la cepa ncp y la cepa cp. Así, la EM puede desencadenarse de forma temprana o de 
forma tardía. La forma temprana de la EM tiene lugar tras la exposición del animal PI 
a una cepa cp homóloga o antigénicamente cercana a la cepa ncp que produjo la 
infección persistente, desarrollando la EM en las 2-3 semanas tras esta exposición 
(Brownlie et al., 1984; Bolin et al., 1985; Moennig et al., 1990). La forma tardía de la 
EM se origina tras la exposición de animales PI a una cepa cp heteróloga, 
produciéndose una recombinación de esta cepa cp con la cepa ncp persistente para 
dar lugar a una cepa cp antigénicamente homóloga. Este proceso de recombinación 
puede desarrollarse meses o años tras la exposición (Fritzemeier et al., 1997). Esta 
distinción se realiza experimentalmente, ya que en condiciones de campo no es 
posible determinar la cepa cp infectante ni el momento de exposición. Los signos 
clínicos y las lesiones producidas son similares en ambas formas de presentación 
(Moennig et al., 1993; Liebler-Tenorio et al., 2000). 
Además del grado de homología entre las cepas, la presentación de la EM 
depende de otros factores como el número de linfocitos T γ/δ circulantes, que 
durante los primeros meses de vida podrían tener un efecto protector sobre los 
animales PI, evitando la aparición de la EM (Bruschke et al., 1998a). 
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Patogenia de la EM 
En casos de campo de EM, el antígeno del vDVB puede ser demostrado 
mediante inmunohistoquímica en numerosos órganos y tejidos (Meyling, 1970; 
Bielefeldt Ohmann, 1983). La distribución del virus no sigue una correlación con las 
lesiones tisulares, ya que generalmente no se realiza una distinción entre antígeno 
de cepa cp y ncp (Liebler-Tenorio et al., 2005). Estudios experimentales en los que 
sí se ha realizado esta distinción han demostrado que la cepa ncp del virus se 
distribuye ampliamente en animales que han desarrollado la EM, sin encontrarse 
asociada a lesiones tisulares (Bielefeldt Ohmann, 1988), mientras que la cepa cp se 
detecta en localizaciones en las que se observa destrucción tisular (Liebler et al., 
1991;1992). Estas localizaciones incluyen tonsilas, nódulos linfáticos, bazo, tejido 
linfoide asociado a mucosas, corteza tímica, mucosa digestiva y epitelio de las 
criptas intestinales (Liebler et al., 1991; 1992; Liebler-Tenorio et al., 1997).  
La cepa cp del vDVB se detecta, principalmente, en los folículos de estos 
órganos linfoides (Liebler-Tenorio et al., 1997). En estos folículos linfoides se 
observó una disminución de su tamaño, debido sobre todo a una disminución del 
número de linfocitos B, que constituyen la principal población celular en esta 
localización. En contraste con el antígeno de la cepa ncp persistente, el antígeno de 
la cepa cp se detecta principalmente en CDFs mediante técnicas 
inmunohistoquímicas (Liebler et al., 1991; Liebler-Tenorio et al., 1997). Estudios 
mediante RT-PCR apoyan este hallazgo, ya que en la fracción linfocitaria de terneros 
con EM sólo pudo ser detectado virus ncp, y no virus cp (Greiser-Wilke et al., 1993).   
Estudios de proliferación celular con el anticuerpo Ki-67 realizados en 
animales con EM revelaron la existencia de intensos cambios en la actividad 
proliferativa de los folículos linfoides. Estos cambios fueron detectados en animales 
en los que se demostró la presencia de vDVB cp, y su distribución coincidió con la 
distribución de esta cepa cp en los tejidos (Liebler-Tenorio y Pohlenz, 1997). La 
disminución de la proliferación fue particularmente intensa en la zona oscura de los 
folículos linfoides y zona exterior de las placas de Peyer, que son las zonas que 
muestran una proliferación más activa (Niewenhuis y Opstelten, 1984; Greibel y 
Hein, 1996). En estas áreas con reducción en el número de células positivas al 
anticuerpo Ki-67  también se observó un incremento de la apoptosis (Liebler-Tenorio 
y Pohlenz, 1997).  
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El virus también se detecta en células dendríticas de las áreas interfoliculares. 
Estas células dendríticas pueden estar infectadas con el virus y servir como 
transporte de proteínas víricas (Sprecher y Becker, 1993). Las células dendríticas 
son capaces de presentar antígenos de forma eficiente a los linfocitos T, por lo que 
pueden inducir una respuesta inmunológica.  
 En el timo, la cepa cp fue detectada en células de morfología dendrítica 
distribuidas de forma multifocal por la corteza, y asociadas a una depleción focal de 
linfocitos (Liebler et al., 1992). 
  
4. CITOQUINAS EN LA DVB 
Las citoquinas son un grupo de pequeñas proteínas solubles secretadas por 
ciertas células, que actúan como señales de comunicación intercelular en una amplia 
variedad de respuestas celulares, destacando su papel en el desarrollo 
embriológico, hematopoyesis, situaciones de estrés, procesos inflamatorios, 
reparación de tejidos y respuesta inmunológica (Schijns y Horzinek, 1997; Roitt et 
al., 1998). Las citoquinas están producidas por una amplia variedad de tipos 
celulares, por lo que en ocasiones se han utilizado diferentes denominaciones. Así, 
tradicionalmente, se han denominado linfoquinas a las citoquinas producidas por los 
linfocitos, utililizando el nombre de monoquinas para las secretadas por los 
monocitos-macrófagos. El término interleuquina se emplea para referirse a las 
citoquinas que regulan la interacción entre linfocitos y otros leucocitos (Metcalf, 
1992; Siegfried, 1992).  
Los efectos de las citoquinas pueden ser autocrinos, cuando se unen a los 
receptores de las células que los produjeron (Bajzer y Yuk-Pavlovic, 1990), 
paracrinos, cuando se unen a receptores de células cercanas a aquellas que las 
originaron (Nicholson, 1993), y endocrinos, cuando se diseminan por el organismo y 
actúan en regiones lejanas (Tizard, 1998). Una misma citoquina puede inducir 
diferentes respuestas en las distintas células blanco sobre las que actúa, fenómeno 
conocido como pleitropía (Arai et al., 1990). De este modo, pueden inducir 
simultáneamente la división o diferenciación de una célula, mientras que en otro tipo 
celular estimulan la expresión de un nuevo receptor o la producción de proteínas. En 
ocasiones, diferentes citoquinas actúan sobre la misma célula blanco, fenómeno 
conocido como redundancia. Además, las células productoras de estos mediadores 
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químicos pueden secretar diferentes citoquinas al mismo tiempo (Murtaugh et al., 
1996; Tizard, 1998). Se ha demostrado también que su funcionamiento es más 
efectivo si se combinan unas con otras, fenómeno conocido como sinergismo 
(Trinchieri et al., 1993; Tizard, 1998), aunque algunas citoquinas realizan acciones 
antagónicas a las de otras citoquinas (Delannoy et al., 1993). 
En general, las citoquinas no se encuentran almacenadas en el interior de las 
células productoras, ya que la activación de los genes de las citoquinas es temporal, 
su síntesis limitada en el tiempo y su secreción rápida, produciéndose éstas en 
pequeñas cantidades (Arai et al., 1990; Murtaugh et al., 1996). 
Durante la respuesta inflamatoria tiene lugar la producción de las 
denominadas citoquinas inflamatorias, cuya inducción y expresión tiene lugar en las 
fases tempranas de la enfermedad (Arai et al., 1990; Murtaugh et al., 1996). Estas 
citoquinas se producen en el lugar de la infección, destacando su intervención en la 
regulación de la respuesta inflamatoria local, aunque también pueden actuar 
poniendo en marcha una reacción sistémica, activando receptores en diversas 
células blanco, así como en el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal. Se considera que 
los interferones son originados, principalmente, en respuesta a infecciones víricas, y 
el factor de necrosis tumoral alpha (TNFα) e interleuquina 1 alpha (IL-1α) en 
respuesta a infecciones por bacterias Gram negativas, siendo el lipopolisacárido de 
la pared celular de estas bacterias un potente inductor (Le y Vilcek, 1987; Cavaillon, 
1994; Murtaugh et al., 1996; Samuel, 2001). También se ha demostrado la 
participación de estas citoquinas en la respuesta inflamatoria frente a determinadas 
infecciones víricas (Balkwill, 1997; Woolley y Tetlow, 2000; Punzi et al., 2001, 
Salguero et al., 2002), incluyendo otros pestivirus como el virus de la peste porcina 
clásica (Sánchez-Cordón et al., 2002). 
 
4.1. TNFα 
El factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), también denominado caquectina, es 
una citoquina producida principalmente por los monocitos-macrófagos en respuesta 
a diferentes estímulos inflamatorios, actuando como mediador en diferentes 
infecciones bacterianas, parasitarias y víricas (Le y Vilcek, 1987; Adams y Czupryns, 
1990). Además, existen otros tipos celulares, como las células endoteliales, células 
epiteliales, células del epitelio tubular renal, células cebadas, células B, células 
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asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killer), y fibroblastos, que también son 
capaces de secretar esta citoquina cuando son sometidas a determinados estímulos 
(Jevinkar et al., 1991; Vassali, 1992; Haagman et al., 1994; Luster et al., 1999). La 
vida media de esta citoquina es muy corta, siendo rápidamente degradada (Beutler 
et al., 1985), por lo que los elevados niveles en suero presentes en determinados 
procesos patológicos son indicativos de una producción continua (Harding et al., 
1997). 
El TNFα juega un importante papel en la activación de la respuesta 
inmunológica, modulando la producción de otras citoquinas (Chase, 2004). Así, 
induce la secreción de IL-1 por los macrófagos, células endoteliales y otras células 
mononucleares (Olson et al., 1985). Las células estimuladas con IL-1 pueden inducir, 
a su vez, una secreción autocrina de IL-1, TNFα y otras citoquinas, favoreciendo la 
amplificación y potenciación de la señal biológica (Le y Vilcek, 1987). La activación 
macrofágica y el incremento en la expresión de ARNm de TNFα e IL-1 están 
relacionados con el IFNγ, principal citoquina secretada por los linfocitos T activados 
(Luster et al., 1999), considerándose el IFNγ como el principal inductor de la 
secreción de TNFα por los macrófagos (Collart et al., 1986), y potenciador del 
aumento de receptores de TNFα en las células blanco de esta citoquina (Aggarwal et 
al., 1985).    
El TNFα desempeña un importante papel en la patogenia de ciertas 
enfermedades víricas, demostrándose un incremento de su producción en 
infecciones tanto in vitro como in vivo con diferentes virus ARN y ADN, como el virus 
Sendai, el citomegalovirus humano, el virus del SIDA o el virus de la peste porcina 
clásica, donde se ha relacionado la atrofia de la corteza del timo con la expresión de 
esta citoquina (Aderka et al., 1986; Dudding et al., 1989; Merril et al., 1989; Sánchez-
Cordón et al., 2002).  
Se ha demostrado que el TNFα es capaz de dar lugar a la muerte celular 
mediante apoptosis de células infectadas con diferentes virus, como el virus del 
SIDA (Koyanagi et al., 1998), inmunodeficiencia felina (Ohno et al., 1993), perste 
porcina africana (Salguero et al., 2002) y clásica (Sánchez-Cordón et al., 2002). El 
TNFα también interviene en los procesos de diferenciación celular como estimulante 
del crecimiento, incrementando la actividad antibacteriana (Blanchard et al., 1988), 
antivírica y potenciando los fenómenos de inmunomodulación e inflamación (Beyaert 
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y Fiers, 1998; Zhang y Tracey, 1998). El TNFα aumenta la actividad de las células 
NK, endoteliales, monocitos-macrófagos, PMN neutrófilos y linfocitos (Milenkovic et 
al., 1989), y actúa de forma sistémica como un pirógeno endógeno, causando el 
catabolismo del músculo y células grasas, el incremento de la síntesis de proteínas 
de fase aguda y la supresión de la división de las células madre y el apetito (Vassalli, 
1992; Tracey y Cerami, 1993). Su elevada concentración en sangre se ha asociado 
con la aparición del colapso circulatorio y cardiovascular, así como con fenómenos 
de coagulación intravascular diseminada (Abbas et al., 1991). 
El TNFα desempeña un importante papel como regulador de los procesos 
inflamatorios, debido a su capacidad para inducir señales celulares que regulan los 
genes que codifican mediadores de la inflamación, como la IL-1, IL-6 e IL-8. Estos 
mediadores, en conjunto, pueden incrementar localmente la permeabilidad vascular, 
estimular la expresión de moléculas de adhesión a las células endoteliales y servir 
como activadores de los leucocitos y de factores quimiotácticos (Luster et al., 1999).  
Estudios in vitro realizados con el vDVB han revelado que el efecto citopático 
que presentan las cepas cp se potencia al añadir en cultivos celulares de forma 
simultánea TNFα, IFNα e IFNγ (Bielefeldt-Ohmann y Babiuk, 1988). Además, en 
cultivos infectados con cepas ncp, se ha observado un efecto citopático 
morfológicamente similar tras el tratamiento de los cultivos con estas citoquinas, por 
lo que se ha sugerido que estén involucradas en el desarrollo de las lesiones 
aparecidas durante la EM (Bielefeldt-Ohmann y Babiuk, 1988).  
Existen discrepancias entre la producción de TNFα por las células infectadas 
in vitro. Así, Adler et al., (1995) señalaron que tanto cepas cp como ncp (incluyendo 
la cepa 7443, utilizada en nuestro estudio) disminuyeron la producción de TNFα por 
macrófagos de la médula ósea estimulados con Salmonella o LPS, no estando esta 
disminución de la producción asociada a una pérdida de la viabilidad de los 
macrófagos. Sin embargo, estudios realizados posteriormente mostraron que las 
cepas cp inducen la producción de TNFα por las células infectadas, participando 
esta citoquina como un factor extrínseco en la apoptosis producida por cepas cp 
(Yamane et al., 2005), diferencia achacada por estos autores al uso de diferentes 
líneas celulares. Esta actividad pro-apoptótica del TNFα supondría sólo un 15% de 
la actividad apoptótica observada tras la infección con cepas cp (Yamane et al., 
2005), lo que apunta a la participación de otros mecanismos pertenecientes a la vía 
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intrínseca, como la acumulación del ARN vírico intracelular (Vassili y Donis, 2000), o 
el estrés ejercido por el retículo endoplásmico rugoso (Jordan et al., 2002).  
 
4.2. IL-1  
La IL-1 es un pirógeno endógeno que actúa sobre el hipotálamo alterando la 
regulación de la temperatura corporal (Kapil et al., 2005). Esta interleuquina presenta 
dos formas activas: IL-1α e IL-1β. La IL-1α permanece unida a la membrana de la 
célula, por lo que sólo puede actuar sobre las células que estén en contacto con la 
célula productora, mientras que la IL-1β es secretada por la célula (Dinarello, 1988; 
Olson et al., 1995).  
La IL-1α está producida por una amplia variedad de células, aunque los 
macrófagos son la fuente más importante, debido a su capacidad para sintetizarla en 
grandes cantidades cuando están activados (Tizard, 1998). Existe una amplia 
variedad de estímulos que promueven la liberación de IL-1 por parte de los 
macrófagos, aunque el principal factor es la exposición a las endotoxinas (Olson et 
al., 1995). Las células T pueden inducir la síntesis de IL-1 por parte de los 
macrófagos, ya sea por contacto directo entre ambas células o de forma indirecta a 
través del TNFα (Tizard, 1998). 
La IL-1 produce letargo, malestar, falta de apetito, movilización de los 
aminoácidos de las fibras musculares e inducción de proteínas de fase aguda a nivel 
hepático (Gruys et al., 1994; Hill et al., 1997), así como una mejora de la resistencia 
antibacteriana no específica (Kurtz et al., 1989; McIntyre et al., 1989). 
La IL-1 constituye, junto al TNFα, uno de los principales estímulos para la 
producción de factores quimiotácticos (Zoja et al., 1991), participando en la aparición 
de una infiltración masiva de células mononucleares en el transcurso de diferentes 
procesos patológicos (Van Reeth et al., 1998), así como en el incremento del 
número de linfocitos circulantes (Ulich et al., 1987). La IL-1 también actúa sobre los 
linfocitos T colaboradores, induciéndoles a secretar otras interleuquinas como la IL-
4, IL-5 e IL-10 (Tizard, 1998).  
Se ha demostrado que la IL-1 y el TNFα protegen a un número limitado de 
líneas celulares de la infección vírica, y que se producen como consecuencia de un 
daño celular provocado de forma directa por el propio virus, o inducido por otras 
citoquinas originadas en el transcurso de la infección (Le y Vilcek, 1987; Van Reeth y 
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Nauwynck, 2000). En este sentido, van a actuar de forma sinérgica con otras 
citoquinas en la inducción de un estado antivírico (Larrick y Wright, 1992). Se ha 
comprobado cómo cantidades de TNFα e IL-1, que por sí solas no inducen la 
producción de superóxidos por los macrófagos, sí lo hacen al actuar de manera 
sinérgica (Tanner et al., 1992).   
La infección de monocitos con ambos biotipos del vDVB in vitro dio lugar a la 
producción o activación de un inhibidor soluble de la actividad de la IL-1, inhibiendo 
la proliferación de los timocitos inmaduros en respuesta a IL-1 exógena. Este efecto 
antiproliferativo no se observó en leucocitos mononucleares de sangre periférica, 
apuntando a que este inhibidor podría interferir con la unión de la IL-1 a los timocitos 
inmaduros o con procesos de maduración de estas células dependientes de esta 
citoquina. Por otro lado, no se observaron diferencias en la cantidad de ARNm de IL-
1 entre monocitos infectados y no infectados con el virus (Jensen y Schultz, 1991).  
 
4.3. CITOQUINAS EN EL TIMO 
En el timo, los principales productores de citoquinas son las células retículo-
epiteliales y los timocitos (Yarilin y Belyakov, 2004). La capacidad de los timocitos de 
producir citoquinas y de expresar receptores para las mismas se reduce 
gradualmente a medida que maduran en la corteza, recuperando esta capacidad 
una vez finalizado el proceso de selección (Yarilin y Belyakov, 2004). 
Existen algunas diferencias entre la función de las citoquinas en el timo y en 
otros órganos linfoides secundarios. A diferencia de en estas localizaciones, donde 
la síntesis de citoquinas y expresión de receptores tiene un carácter inducible, en el 
timo esta síntesis y expresión tienen un carácter “espontáneo” (o inducido por la 
interacción célula-célula). Asimismo, el principal papel de las citoquinas en el timo no 
está relacionado con procesos inflamatorios, como sucede en la periferia, sino con 
procesos constitutivos tales como la migración y desarrollo de los timocitos o la 
regulación de las diferentes poblaciones celulares. Así, las funciones de algunas 
citoquinas proinflamatorias pueden ser diferentes en la periferia que en el timo, 
donde actúan como cofactores en la activación, proliferación y diferenciación de las 
células retículo-epiteliales (Yarilin y Belyakov, 2004). 
Las células retículo-epiteliales son la principal fuente de citoquinas en este 
órgano, principalmente las de la zona subcapsular y médula (Yarilin y Belyakov, 
2004). Las citoquinas producidas por estas células pueden ser divididas en 4 grupos: 
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hemopoyetinas (IL-7, GM-CSF, G-CDF, M-CSF, SCF, IL-15) (Le et al., 1988; Moore 
et al., 1993; Napolitano et al., 1997), citoquinas proinflamatorias (IL-1 α y β, TNFα) 
(Le et al., 1987; Le et al., 1988; Le et al., 1990; Chen et al., 1992; Wolf y Cohen, 
1992; Moore et al., 1993), citoquinas de la familia de la IL-6 (Shu et al., 1996; 
Sempowski et al., 2000) e interleuquinas supresoras (TGFb) (Schluns et al., 1995).  
Los timocitos medulares maduros son la siguiente mayor fuente de citoquinas 
en el timo, sobre todo los de fenotipo colaborador (CD4+ CD8-) (Bendelac et al., 
1991). Estas células pueden secretar IFNγ, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, 
GM-CSF, TNFα, TNFβ y TGFβ, entre otras (Yarilin y Belyakov, 2004).    
 
5. RESPUESTA INMUNOLÓGICA FRENTE AL VDVB 
Las infecciones por pestivirus están asociadas con leucopenia e  
inmunodepresión. En general, el efecto inmunodepresor del vDVB conduce a una 
reducción de los mecanismos de defensa locales, lo que predispone a los animales 
afectados a infecciones con otros agentes patógenos (Kapil et al., 2005). La 
respuesta inmunológica frente al vDVB se puede desarrollar tras infección con el 
virus, vacunación, infección cruzada con otros pestivirus, o de forma pasiva tras 
adquirir anticuerpos específicos por el calostro (Kapil et al., 2005). 
 
5.1. RESPUESTA INMUNOLÓGICA INNATA (no específica) 
El sistema inmunitario innato está constituido por los monocitos-macrógagos, 
los granulocitos polimorfonucleares (PMN), entre los que se encuentran los 
neutrófilos, basófilos y eosinófilos, las células NK, los mastocitos y las plaquetas 
(Lidyard y Grossi, 2007).  
Se ha demostrado que el vDVB puede infectar células del sistema 
inmunológico innato y afectar su función (Potgieter 1995; Glew et al., 2003; Lambot 
et al., 1998; Peterhans et al., 2002). En neutrófilos, la infección por el virus puede 
dar lugar a una neutropenia, más prolongada en cepas de alta virulencia 
(Archambault et al., 2000; Wood et al., 2004), así como a un deterioro de la actividad 
microbicida, quimiotáctica, y citotoxicidad mediada por células y dependiente de 
anticuerpos (Potgieter, 1995). Esta neutropenia prolongada que tiene lugar tras las 
infecciones con cepas de alta virulencia es, en parte, debida a una alteración de la 
capacidad de proliferación de las células progenitoras mieloides de la médula ósea, 
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sugiriéndose como posibles causas un efecto citotóxico directo sobre las células 
progenitoras, la pérdida de neutrófilos a través del tracto gastrointestinal o 
alteraciones en el microambiente hematopoyético (Keller et al., 2006), debido a una 
inhibición o destrucción de células estromales de la médula ósea (Wood et al., 
2004), en las cuales el virus ha sido demostrado tras la infección con cepas de alta 
virulencia (Ellis et al., 1998).   
Se ha observado una intensa disminución en el número de monocitos 
circulantes, así como una disminución de la expresión de CMH II y un aumento de la 
capacidad fagocítica, tras la infección por cepas ncp pertenecientes al genotipo 2 
(Archambault et al., 2000). La infección de los macrófagos alveolares con una cepa 
cp dio lugar, sin embargo, a una disminución de la capacidad fagocítica de estas 
células, así como de su actividad microbicida y de la producción de factor 
quimiotáctico de neutrófilos (Welsh et al., 1995). En otros trabajos también se ha 
señalado una disminución de anión superóxido, TNFα y óxido nítrico (Potgieter, 
1995; Adler et al., 1994; Adler et al., 1997), estimulación de la síntesis de 
prostaglandina E2 (Van Reeth y Adair 1997; Welsh y Adair 1995), inducción de 
inhibidores de la IL-1 (Jensen y Schultz 1991) y disminución de la quimiotaxis 
inducida por citoquinas (Ketelsen et al., 1979). Estos resultados muestran que el 
virus puede afectar la inmunidad local a nivel de pulmón, lo que unido a sus 
propiedades inmunodepresoras predispondría a los animales afectados a 
infecciones respiratorias (Welsh et al., 1995).  
 
5.2. RESPUESTA INMUNOLÓGICA HUMORAL 
Diversos estudios han señalado que la presencia de anticuerpos específicos 
frente al vDVB tiene gran importancia en la respuesta inmunológica y que pueden 
controlar la infección resultante de infecciones sistémicas y respiratorias (House y 
Manley, 1973; Shope et al., 1976; Howard et al., 1989).  
La inmunidad humoral, detectada por medio de los anticuerpos en suero 
frente a la DVB, puede ser resultado de una respuesta inmunitaria activa tras la 
exposición al antígeno del vDVB (inmunidad activa) o de la adquisición de 
anticuerpos calostrales (inmunidad pasiva). Los anticuerpos maternales no 
atraviesan la placenta, por lo que los terneros reciben esta inmunidad pasiva por 
absorción de inmunoglobulinas contenidas en el calostro a través del tracto 
gastrointestinal durante las primeras 24-48 horas de vida (Kapil et al., 2005).  
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La inmunidad pasiva juega un importante papel en la protección de los 
terneros recién nacidos frente a la DVB. Sin embargo, la presencia de altas 
concentraciones de anticuerpos maternales puede impedir el establecimiento de una 
respuesta inmunológica activa de linfocitos B tras la vacunación. Esto sugiere que la 
vacunación debería ser administrada cuando los anticuerpos maternales 
disminuyeran (Ellis et al., 2001). La respuesta inmunológica mediada por linfocitos T 
se ha observado en terneros infectados intranasalmente con el vDVB en presencia 
de anticuerpos calostrales, lo que sugiere que la vacunación puede ser efectiva 
(Endsley et al., 2003; Ridpath et al., 2003). 
Los anticuerpos frente a DVB pueden ser detectados entre las 2-3 semanas 
postinfección, dependiendo de la cepa infectante, alcanzando una meseta 
aproximadamente en las 10-12 semanas postinfección (Howard et al., 1992). La 
cantidad de anticuerpos neutralizantes producida depende del genotipo que cause la 
infección, siendo mayor en los animales infectados por el genotipo 2 (Bolin y 
Grooms, 2004). Asimismo, existen diferencias en cuanto al biotipo, habiéndose 
señalado en infecciones experimentales una respuesta humoral más rápida y con 
mayor producción de anticuerpos tras la inoculación con cepas ncp que con cepas 
cp homólogas, lo que resulta de gran interés para el desarrollo de vacunas (Lambot 
et al., 1997). 
Existen tres principales glucoproteínas capaces de inducir la producción de 
anticuerpos neutralizantes (gp53/E2, gp48/E0 y gp25/E1), siendo la glucoproteína 
E2 la proteína inmunodominante (Bolin y Ridpath, 1990). También se han detectado 
anticuerpos frente a otras proteínas víricas en algunos terneros (Bolin y Ridpath 
1990; Boulanger et al., 1991).  
En la EM, se ha observado que la activación de los linfocitos T CD4+, que se 
produce en fases tempranas de la respuesta inmunológica induce una respuesta 
humoral (Liebler-Tenorio et al., 1997). Sin embargo, la intensa depleción que se 
produce en los tejidos linfoides causada por la apoptosis de los linfocitos B IgM+, 
explicaría los bajos títulos de anticuerpos neutralizantes detectados en estos 
animales (Frink et al., 2002), coincidiendo a su vez estos elevados niveles de 
apoptosis con la disminución de la proliferación celular (Liebler-Tenorio y Pohlenz, 
1997; Teichmann et al., 2000). 
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5.3. RESPUESTA INMUNOLÓGICA CELULAR 
La infección con el vDVB puede dar lugar a una linfopenia media o intensa, 
dependiendo de la cepa infectante (Brodersen y Kelling 1999; Archambault et al., 
2000). Esta linfopenia sería debida a una disminución del número absoluto de 
linfocitos B y T (Ellis et al., 1988, Howard et al., 1992). Entre las subpoblaciones de 
linfocitos T, algunos autores no detectan cambios en el cociente CD4/CD8 (Ellis et 
al., 1988), mientras que otros señalan una mayor afectación de los linfocitos T CD4+ 
(Howard et al., 1992), no observándose una disminución significativa en el número 
de linfocitos T γ/δ circulantes (Howard et al., 1992). Se ha apreciado que la depleción 
de linfocitos T CD4+ aumenta el período de viremia y el título de anticuerpos en 
sangre. Sin embargo, la depleción de linfocitos T CD8+ o γ/δ no tiene efectos 
observables en sangre periférica, por lo que se ha sugerido que los linfocitos T CD4+ 
jueguen un importante papel en la respuesta celular frente al vDVB, participando en 
el control de la infección primaria con el virus (Howard et al., 1992). Esta respuesta 
CD4+ se dirige, principalmente, frente a las proteínas víricas E2 y NS3 (Lambot et 
al., 1997; Collen y Morrison, 2000; Collen et al., 2000; 2002), así como a la proteína 
C de la nucleocápsida, glucoproteína Erns, proteinasa aminoterminal Npro y proteína 
NS2-3 (Collen y Morrison, 2000). 
En folículos linfoides de animales en las fases iniciales de la EM, algunos 
autores detectaron un aumento relativo de linfocitos T. Sin embargo, se observó una 
disminución del número total de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, en estos 
folículos, indicando una pérdida de linfocitos T y no un aumento de los mismos 
(Liebler et al., 1995). Sin embargo, estudios posteriores llegaron a la conclusión de 
que existía un aumento del número absoluto de linfocitos T CD4+ en las áreas 
donde la cepa cp se encontraba presente, coindiciendo con un aumento de la 
apoptosis (Frink et al., 2002). Aunque los linfocitos T CD4+ realizan normalmente 
funciones colaboradoras, también pueden ejercer una actividad citotóxica (Hahn et 
al., 1995), por lo que se ha sugerido que una respuesta inmunomediada pueda 
contribuir al desarrollo de las lesiones en la EM (Frink et al., 2002).  
 
Respuesta Th1/Th2 
El mejor marcador de las células T es el receptor de antígeno de las células T 
(TCR), que puede ser de dos tipos: el TCR-1, que es un heterodímero compuesto 
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por dos polipéptidos (γ y δ), y el TCR-2, heterodímero constituido por dos 
polipéptidos (α y β) unidos por puentes disulfuro. Ambos receptores se unen a un 
conjunto de 5 polipéptidos, el complejo CD3, formando así el complejo receptor de 
células T (complejo TCR/CD3) (Kearse et al., 1995; Arnaud et al., 1996; Lidyard y 
Grossi, 2007).  
Los linfocitos T αβ se dividen en dos subpoblaciones diferentes, según 
posean el marcador de diferenciación (CD, del inglés, Cluster Differentiation) CD4 o 
CD8. Los linfocitos T CD8+ ejercen una función predominantemente citotóxica, y son 
denominados linfocitos T citotóxicos (Tc, del 
inglés, T-cytotoxic). Estos linfocitos T CD8+ 
reconocen los antígenos asociados a moléculas 
del CMH clase I, que se encuentra presente en la 
membrana celular de cualquier célula nucleada 
(Abbas y Lichtman, 2004; Lidyard y Grossi, 2007). 
Por el contrario, la función principal de los linfocitos 
T CD4+ es la de colaborar o actuar como 
inductores de la respuesta inmunológica, siendo 
denominados linfocitos T colaboradores (Th, del inglés, T-helper). Estos linfocitos T 
CD4+ reconocen antígenos específicos asociados a moléculas del CMH clase II 
(Lidyard y Grossi, 2007).  
Los linfocitos T CD4+ pueden subdividirse, a su vez, en función de las 
citoquinas que producen, dando lugar a una respuesta inmunológica que puede 
clasificarse como tipo 1 (Th1) y tipo 2 (Th2). En la respuesta Th1 las células llevan a 
cabo diversas funciones relacionadas con la citotoxicidad y las reacciones 
inflamatorias locales, siendo importante esta respuesta en la lucha contra patógenos 
intracelulares como bacterias, parásitos o virus. En la respuesta Th2 las citoquinas 
liberadas permiten la activación de los linfocitos B, promoviendo  su proliferación y 
producción de anticuerpos (Lidyard y Grossi, 2007; Male, 2007).   
Los linfocitos Th1 producen IL-2, IFNγ y TGFβ tras la estimulación por 
pequeñas cantidades de antígeno o IL-12, principal citoquina inductora de la 
respuesta Th1 (Abbas et al., 1996). El IFNγ amplifica el desarrollo de una respuesta 
Th1 e inhibe la proliferación de células y la secreción de citoquinas inductoras de la 
respuesta Th2 (Fitch et al., 1993).  En contraste, los linfocitos Th2 producen altos 
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niveles de factor de crecimiento de células B, IL-4, IL-5 e IL-6, con niveles 
relativamente bajos de IL-2 e IFNγ (Rhodes et al., 1999). La IL-4 incrementa la 
expresión de CMH clase II en las células B, y es importante para el crecimiento y 
supervivencia de la respuesta Th2 (Kapil et al., 2005). 
En la infección por el vDVB, existen diferencias en la respuesta inmunológica 
generada frente a cepas cp y ncp. Así, las cepas cp producen una respuesta 
inmunológica de tipo celular Th1 en respuesta a elevados niveles de IL-2, mientras 
que las cepas ncp tienden a producir una respuesta de tipo Th2 y evitar la inmunidad 
de tipo celular (Lambot et al., 1997; Rhodes et al., 1999). De este modo, la 
disminución de la producción de IFNγ tras la infección aguda por cepas ncp da lugar 
a una inhibición general e inespecífica de la respuesta inmunológica celular (Thoen y 
Waite 1990), que puede interferir en el diagnóstico de la tuberculosis bovina 
(Charleston et al., 2001b).  
 
5.4. INMUNOSUPRESIÓN EN INFECCIÓN POR DVB  
En la mayoría de los terneros infectados de forma aguda con el vDVB tiene 
lugar una leucopenia transitoria. Infecciones experimentales con virus de baja 
virulencia demostraron que incluso en manifestaciones subclínicas de la 
enfermedad, que pasarían desapercibidas bajo condiciones de campo, se produce 
esta inmunodepresión transitoria (Liebler-Tenorio et al., 2003a). La leucopenia tiene 
lugar entre los 3 y los 12 días tras la infección (Bolin y Ridpath 1992; Ellis et al., 
1998; Kelling et al., 2002a; Walz et al., 1999), no existiendo diferencias entre las 
cepas cp y ncp en lo concerniente a la leucopenia. Sin embargo, la virulencia de la 
cepa sí tiene influencia en el grado de leucopenia y en su duración. Las cepas de 
alta virulencia producen una leucopenia más intensa y de mayor duración que las de 
baja virulencia, en las que se produce una recuperación del número de linfocitos en 
sangre (Kelling et al., 2002b; Liebler-Tenorio et al., 2003a; Walz et al., 2001). 
Algunos autores también han señalado diferencias en el tipo de leucocitos 
afectados. Tras la infección experimental con determinadas cepas, la neutropenia 
fue la mayor anormalidad hematológica observada (Walz et al., 2001; Hamers et al., 
2000; Archambault et al., 2000), mientras que la linfopenia lo fue en otras (Bolin et 
al., 1985; Kelling et al., 2002b). En otros estudios, se produjo una disminución tanto 
de linfocitos como de neutrófilos (Ellis et al., 1998). Los terneros PI tienen recuentos 
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normales de leucocitos, aunque pueden existir cambios en la proporción de las 
diferentes subpoblaciones de linfocitos (Bolin et al., 1985; Larsson et al., 1988).   
En infecciones con cepas de alta virulencia, la apoptosis se presenta como la 
responsable de la leucopenia y de la depleción de los órganos linfoides (Ridpath et 
al., 2006). La glucoproteína Erns del vDVB podría desempeñar un papel importante, 
inhibiendo la proliferación linfocitaria y la síntesis de proteínas mediante la inducción 
selectiva de apoptosis en linfocitos (Bruschke et al., 1997). Otros estudios, sin 
embargo, sostienen que esta apoptosis se produce posteriormente a la eliminación 
del antígeno vírico (Bolin y Ridpath, 1992; Marhsall et al., 1996; Bruschke et al., 
1998; Liebler-Tenorio et al., 2003; 2004), sugiriendo que dicho proceso de muerte 
celular estaría mediado por los linfocitos T CD4+ y CD8+ (Hahn et al., 1995; Ellis y 
Yong, 1997; Liebler-Tenorio et al., 2003). También se ha señalado la existencia de 
un mecanismo indirecto en el que los monocitos/macrófagos infectados podrían 
jugar un papel determinante en la apoptosis de los linfocitos T (Lambot et al., 1998). 
Estudios in vitro apuntan la posibilidad de que las cepas ncp de alta virulencia 
induzcan la producción por parte de los macrófagos de factores que producirían la 
apoptosis del tejido linfoide (Chase et al., 1994).   
La inmunodepresión originada en el transcurso de la DVB aumenta la 
susceptibilidad de los animales infectados a infecciones secundarias. Así, la 
infección por el vDVB juega un importante papel en procesos etiológicos 
multifactoriales, como el complejo respiratorio bovino. El vDVB se aísla con 
frecuencia en pulmones de terneros con neumonía (Greig et al., 1981) y existen 
evidencias de que ciertos aislados son neumotropos (Jewett et al., 1990; Potgieter et 
al., 1985). El vDVB se encuentra presente en infecciones con virus de la 
rinotraqueítis infecciosa bovina y virus respiratorio sincitial bovino (Potgieter et al., 
1984; Castrucci et al., 1992; Brodersen y Kelling, 1998; 1999), Mycobacterium 
paratuberculosis (Thoen y Waite, 1990), Mannheimia haemolytica, Pasteurella 
multocida (Fulton et al., 2002) o Salmonella spp (Wray y Roedor, 1987). 
Diversos autores han señalado que tras la infección de los macrófagos 
alveolares pulmonares se produce un descenso en la expresión del receptor Fc y C3 
del complemento, necesarios para su actividad fagocítica, disminuyendo su actividad 
microbicida y liberando factores quimiotácticos (Welsh et al., 1995; Adler et al., 1996; 
Liu et al., 1999; Glew et al., 2003; Peterhans et al., 2003). El vDVB disminuye la 
capacidad de los macrófagos de producir TNFα en respuesta a determinados 
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agentes patógenos (Adler et al., 1996). La inmunosupresión también se ve 
potenciada por un descenso del anión superóxido y un aumento de la síntesis de 
óxido nítrico en respuesta a LPS (Adler et al., 1994; 1997; Potgieter, 1995), una 
estimulación de la síntesis de prostaglandina E2 (Welsh et al., 1995; Van Reeth y 
Adair, 1997) y la inducción de inhibidores de la IL-1 (Jensen y Schultz, 1991).     
Además de causar inmunodepresión, el vDVB puede interactuar directamente 
con algunos patógenos del tracto respiratorio y digestivo, como el virus respiratorio 
sincitial bovino o el rotavirus, aumentando su virulencia y produciendo una 
enfermedad clínica más intensa (Liu et al., 1999; Kelling et al., 2002a).  
 
6. HISTOLOGÍA DEL TIMO 
El timo es un órgano linfoide primario situado en la parte anterior del 
mediastino y que se extiende sobre los grandes vasos del corazón. A medida que 
avanza la edad del animal el timo comienza a involucionar y se infiltra con células 
adiposas (Gartner y Hiatt, 2007). Este proceso de involución está caracterizado por 
fenómenos masivos de apoptosis o muerte programada de los linfocitos T (Kendall, 




El timo está rodeado por una cápsula constituida por tejido conectivo denso 
irregular que envía tabiques hacia los lóbulos y los subdivide de forma incompleta en 
seudolobulillos. Estos tabiques están formados por fibroblastos, fibras de colágeno y 
fibras elásticas. Las fibras de colágeno se continúan hacia el interior de los folículos 
linfoides y áreas linfoides difusas con una red de fibras reticulares. En íntima 
asociación con estas fibras se encuentran las células retículo-epiteliales, de 
morfología estrellada, que rodean por completo a las fibras reticulares y que, aun 
siendo similares morfológicamente a las células reticulares de los órganos linfoides 
secundarios, poseen un origen embriológico diferente ya que provienen del 
ectodermo y el endodermo. Así, las células retículo-epiteliales son el sostén de los 
linfocitos del timo y constituyen, junto a las fibras reticulares, una delicada red, 
denominada citorretículo, donde se alojan las estructuras linfoides (Kendall, 1991; 
Schuurman et al., 1997).   
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Parénquima 
a) Corteza 
La corteza del timo está constituida por una red de células retículo-epiteliales 
(van der Wijngaert et al., 1984) en la que se alojan algunos macrófagos y numerosos 
linfocitos T (timocitos). Los linfocitos T no inmunocompetentes dejan la médula ósea 
y emigran hacia la periferia de la corteza tímica, donde experimentan proliferación e 
instrucción exhaustivas para convertirse en células T inmunocompetentes (Kendall, 
1991; Philipart y Fourov, 1995).  
Además de los linfocitos, la corteza tímica, como se ha referido anteriormente, 
alberga macrófagos que contienen linfocitos fagocitados o sus restos (Van Haelst, 
1967; Chapman y Allen, 1971; Kamperdijk et al., 1978; Hoefsmit, 1980; Kendall, 
1991; Philipart y Fourov, 1995; Schuurman et al., 1997), especialmente en las 
cercanías de la médula y células retículo-epiteliales derivadas del ectodermo. Los 
macrófagos son un componente muy importante del microambiente. Se cree que 
provienen de los monocitos que entran en el timo con otras células germinales 
circulantes y se diferencian en macrófagos convencionales, que se encuentran en la 
unión corticomedular, o en células interdigitantes, que pueblan la médula (Kaiserling 
et al., 1974). Los macrófagos son fagocitos potentes siendo ésta su función principal. 
Esta actividad fagocítica es especialmente relevante en los timos que entran en 
involución dando una apariencia de "cielo estrellado" en la corteza en cortes teñidos 
con hematoxilina-eosina. En estas imágenes en el citoplasma de los macrófagos se 
encuentran timocitos apoptóticos y restos celulares. Ultraestructuralmente, los 
macrófagos tienen una forma irregular y un citoplasma voluminoso que contiene 
lisosomas primarios y, ocasionalmente, gotas lipídicas. El núcleo es excéntrico y 
eucromático (Duijvestijn et al., 1981). Además de esta función fagocítica, los 
macrófagos pueden presentar otra función secretora menos desarrollada en este 
órgano. Así, los macrófagos sintetizan y liberan citoquinas que, probablemente, 
afecten a todos los estados de proliferación, maduración y liberación de los 
timocitos. Los macrófagos, como células presentadoras de antígeno, son células de 
gran importancia en la respuesta inmunológica. Los macrófagos positivos al antígeno 
mayor de histocompatibilidad de clase II captan, procesan y presentan los antígenos, 
en conjunción con la molécula de CMH, en su superficie, donde las células T, 
particularmente las CD4+, son activadas y proliferan (a menudo, gracias a la 
liberación de IL-1) (Kendall, 1991; Schuurman et al., 1997).  
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Las células retículo-epiteliales forman un revestimiento continuo en la periferia 
de los seudolobulillos y alrededor de los espacios perivasculares. Se pueden 
distinguir tres tipos de células retículo-epiteliales en la corteza del timo, otra 
población en la unión cortico-medular y dos tipos más en la médula (Duijvestijn y 
Hoefsmit, 1981; Van der Wijngaert et al., 1984; Kendall, 1991). Las células retículo-
epiteliales de tipo I separan a la corteza de la cápsula de tejido conectivo y de las 
trabéculas, y rodean a los elementos vasculares de la corteza. Estas células 
presentan un núcleo irregular y uno o varios nucleolos muy prominentes. El 
citoplasma se reduce a un fino anillo con numerosas prolongaciones, que contiene 
un complejo de Golgi bien desarrollado, numerosas mitocondrias y escasas cisternas 
de retículo endoplásmico rugoso, ocasionales gránulos electrodensos de 1 a 3 µm 
de diámetro y numerosos tonofilamentos paralelos a la membrana celular. Estas 
células forman uniones ocluyentes entre sí, por lo que aíslan por completo a la 
corteza del resto del cuerpo (Clark, 1963; Hocino, 1963; van Haelst, 1967; Chapman 
y Allen, 1971; Beaerman et al., 1978; Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Van der Wijngaert 
et al., 1984). 
Las células retículo-epiteliales de tipo II están localizadas en la corteza media. 
Estas células poseen proyecciones largas y anchas que forman uniones 
desmosómicas entre sí. Estas proyecciones constituyen un citorretículo que 
subdivide a la corteza en pequeños compartimentos llenos de linfocitos. Los núcleos 
de las células tipo II son grandes, pálidos y con escasa heterocromatina. El 
citoplasma es pálido y ricamente dotado de tonofilamentos, con escasas cisternas de 
retículo endoplásmico rugoso, un complejo de Golgi prominente rodeado por 
vesículas revestidas, y escasos y pequeños gránulos densos. También presentan 
algunos lisosomas y cuerpos multivesiculares (Clark, 1963; Hocino, 1963; van 
Haelst, 1967; Chapman y Allen, 1971; Beaerman et al., 1978; Duijvestijn y Hoefsmit, 
1981; Van der Wijngaert et al., 1984). 
Las células retículo-epiteliales del tipo III están localizadas en la parte 
profunda de la corteza y a nivel de la unión corticomedular. Los citoplasmas y 
núcleos de estas células son más electrodensos que los de las células retículo-
epiteliales de los tipos I y II. El retículo endoplásmico rugoso de las células del tipo III 
pone de manifiesto cisternas dilatadas, que indican una síntesis masiva de 
proteínas. Las células epiteliales del tipo III poseen también proyecciones amplias 
que forman compartimentos llenos de linfocitos. Estas células participan en la 
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formación de las uniones ocluyentes entre sí y con las células retículo-epiteliales de 
la médula, con lo que quedan aisladas corteza y médula (Clark, 1963; Hocino, 1963; 
van Haelst, 1967; Chapman y Allen, 1971; Beaerman et al., 1978; Duijvestijn y 
Hoefsmit, 1981; Van der Wijngaert et al., 1984). 
Los tres tipos de células retículo-epiteliales aíslan por completo a la corteza 
tímica y, de esta manera, impiden el desarrollo de células T a partir del contacto con 
antígenos (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Van der Wijngaert et al., 1984). Las células 
de los tipos II y III presentan también autoantígenos y moléculas del CMH I y II a las 
células T en desarrollo (von Boehmer et al., 1989; 1993).  
Las células retículo-epiteliales del tipo IV se encuentran en relación estrecha 
con las células del tipo III de la corteza, y ayudan a la formación de la unión 
corticomedular. Los núcleos de estas células presentan una red de cromatina 
grosera, y su citoplasma tiene coloración oscura y está ricamente dotado de 
tonofilamentos. Las cisternas del retículo endoplásmico rugoso se presentan 
dilatadas, y el complejo de Golgi es difícilmente identificable. Además, existen 
múltiples vacuolas citoplasmáticas, algunas de ellas con un material de moderada 
electrodensidad (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Van der Wijngaert et al., 1984). 
 
b) Médula 
La médula del timo presenta una gran cantidad de macrófagos y células 
retículo-epiteliales, y una menor cantidad de linfocitos, predominando los linfocitos 
pequeños. Estas células tienen un núcleo redondo, heterocromático, de 4-5 µm de 
diámetro y con un nucléolo único y pequeño. El anillo de citoplasma que lo rodea es 
muy fino y contiene unos pocos ribosomas libres, escasas cisternas de retículo 
endoplásmico rugoso y mitocondrias (Schuurman et al., 1997, Duijvestijn y 
Hoefsmitl., 1981). Aunque en la médula del timo predominan los linfocitos T antes 
descritos también se observan linfocitos B y algunas células plasmáticas 
(Schuurman et al., 1997).  
Las células retículo-epiteliales del tipo V forman el citorretículo de la médula. 
Los núcleos de estas células son alargados o irregulares, con una red de cromatina 
perinuclear bien definida y un nucléolo prominente. Tienen menos citoplasma que el 
resto de las células reticulares rico en polirribosomas. Se cree que son células 
relativamente indiferenciadas (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981; Van der Wijngaert et al., 
1984). 
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Las células retículo-epiteliales del tipo VI constituyen la imagen más 
característica de la médula del timo. Estas células son grandes, de núcleo 
eucromático con nucléolo prominente y un citoplasma ampuloso y acidófilo. 
Ultraestructuralmente, el citoplasma contiene retículo endoplásmico rugoso que 
puede tomar la forma de una cisterna larga paralela con un contenido granular de 
moderada electrodensidad. El citoplasma también contiene estructuras tubulares de 
20 nm de diámetro con una densidad lineal en el centro (Duijvestijn y Hoefsmit, 
1981; van der Wijngaert et al., 1984). Algunas de estas células del tipo VI son 
redondeadas, mientras que otras son aplanadas y se disponen envolviéndose las 
unas a las otras. Estas células participan en la formación de los corpúsculos de 
Hassall o tímicos que son característicos de la médula del timo. Pueden alcanzar un 
diámetro de 100 µm y están constituidos por células epiteliales dispuestas de forma 
concéntrica, unidas por numerosos desmosomas y que contienen llamativos haces 
de filamentos intermedios. En ocasiones pueden presentar cambios degenerativos 
en su región central, como necrosis, acúmulos de detritus celulares, calcificaciones o 
presencia de macrófagos espumosos (Suster y Rosai, 1997; Ors et al., 1999). El 
gran parecido de las células de los corpúsculos de Hassall con las de la epidermis se 
ha interpretado como una prueba del origen de, al menos, algunas de las células 
epiteliales del timo, del ectodermo (van der Wijngaert et al., 1984). No se ha 
dilucidado la función de los corpúsculos tímicos, aunque se ha sugerido su 
implicación en la selección negativa de los linfocitos T  (Raica et al., 2006).  
Además de las células retículo-epiteliales, en la médula del timo existe una 
población de células dendríticas interdigitantes  (CDIs) que, aunque pertenecen a la 
misma línea evolutiva del monocito/macrófago, siguen un patrón distinto de 
diferenciación. Estas CDIs expresan CMH II, y se ha sugerido que están 
involucradas en el proceso de selección negativa, eliminando las células T que 
reaccionan contra los autoantígenos (Lidyard y Grossi, 2007). 
 
Estructuras vasculares 
 El timo recibe numerosas arterias pequeñas, que entran por la cápsula y se 
distribuyen por todo el órgano a través de las trabéculas que separan los lóbulos 
adyacentes. Las ramas de estos vasos no tienen acceso hacia la corteza 
directamente sino que, a partir de las trabéculas, entran en la unión corticomedular 
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donde se forman lechos capilares que penetran en la corteza formando arcadas 
(Raviola y Karnowsky, 1972; Kendall, 1991; Gartner y Hiatt., 2007). 
Los capilares de la corteza son continuos, poseen una lámina basal gruesa, y 
están  revestidos por una túnica de células retículo-epiteliales de tipo I que forman la 
barrera hemato-tímica. Por tanto, los linfocitos T en desarrollo de la corteza quedan 
protegidos contra el contacto de las macromoléculas transportadas por la sangre 
(Kendall, 1991, Raviola y Karnowsky, 1972). Sin embargo, se permite que las 
macromoléculas propias crucen la barrera hemato-tímica, para eliminar a los 
linfocitos T que están programados contra los autoantígenos (Kendall, 1991, 
Niewenhuis et al., 1988). La red capilar cortical drena en vénulas postcapilares 
localizadas en la médula o en la unión corticomedular; las vénulas postcapilares, a 
su vez, drenan a venas en el tejido conectivo de los septos. Las vénulas de la unión 
corticomedular son permeables a las macromoléculas y células transportadas por la 
sangre (Kendall, 1991; Gartner y Hiatt, 2007). 
El compartimento medular se comporta como un órgano linfoide secundario, 
ya que es accesible a antígenos exógenos y es colonizado por linfocitos B y células 
plasmáticas (Kendall, 1991, Schuurman et al., 1997). 
El parénquima del timo carece de vasos linfáticos. Los vasos linfáticos 
eferentes drenan la cápsula y los septos. La inervación corre a cargo de una red de 
fibras nerviosas derivada de los nervios simpático y vago que acompañan a los 
vasos sanguíneos (Gartner y Hiatt, 2007). 
 
6.2. DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T EN EL TIMO 
El timo es un órgano linfoide primario en el que los linfocitos T procedentes de 
la médula ósea sufren un proceso de migración, proliferación, maduración y 
selección (Lidyard y de Grossi, 2007). Estos linfocitos T inmunocompetentes 
penetran por los vasos sanguíneos a nivel de la unión corticomedular y emigran 
hacia la periferia de la corteza. A medida que va avanzando el proceso de 
maduración se produce una migración de los linfocitos hacia las zonas más 
profundas de la corteza, acabando por penetrar en la médula como linfocitos T 
vírgenes, pero inmunocompetentes. Estudios sobre la función y los marcadores de 
superficie celular indican que los timocitos corticales son menos maduros que los 
medulares (Lidyard y de Grossi, 2007).  
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Las células retículo-epiteliales del timo producen varias hormonas que se 
requieren para la maduración de las células T (Duijvestijn y Hoefsmitl., 1981). Se 
trata, probablemente, de hormonas paracrinas que actúan a corta distancia, aunque 
algunos investigadores consideran que se descargan hacia la sangre. Estas 
hormonas son timosina, timopoyetina, timulina y factor humoral tímico, y facilitan la 
proliferación de la célula T y la expresión de sus marcadores de superficie (Gartner y 
Hiatt, 2007). De manera adicional, influyen en la maduración de la célula T hormonas 
de origen extratímico, como las de la hipófisis, tiroides y suprarrenal y las gónadas. 
Los efectos más potentes se deben a los corticoides, que disminuyen los números 
de células T en la corteza tímica, a la tiroxina que estimula a las células retículo-
epiteliales corticales para que incrementen la producción de timulina, y a la 
somatotropina, que promueve el desarrollo de las células T en la corteza tímica 
(Gartner y Hiatt, 2007). 
 
a) Maduración de los linfocitos T 
En una primera fase, las células que penetran en el timo a través de la unión 
corticomedular expresan CD44, que les permite migrar hacia la región subcapsular y 
zona más externa de la corteza, donde proliferan los linfocitos, asociados a las 
células retículo-epiteliales denominadas “nodrizas”, que producen IL-7. Estos 
timocitos se conocen como células “dobles negativas” (CD4- y CD8-) (Peña 
Martínez, 1998; Abbas y Lichtman, 2004, Lidyard y Grossi, 2007). La recombinación 
del gen del TCR tiene lugar en la zona subcapsular y corteza externa del timo, 
donde hay una proliferación celular activa. A través de una mezcla aleatoria de 
diferentes segmentos de genes, se forman un gran número de TCR diferentes y los 
timocitos que no pueden crear un receptor funcional mueren (Castaño-González et 
al., 1998; Lidyard y Grossi, 2007). Los timocitos de esta primera fase expresan CD3 
en su citoplasma (Lidyard y Grossi, 2007).  
En una segunda fase, los linfocitos se caracterizan por expresar de forma 
simultánea los marcadores CD4 y CD8, denominándose células “dobles positivas”. 
También expresan en su superficie CD3 a baja densidad y el receptor CD1. Estos 
timocitos constituyen el 80% de los timocitos del timo (Peña Martínez, 1998; Abbas y 
Lichtman, 2004, Lidyard y Grossi, 2007).  
En la tercera fase, que tiene lugar en la médula tímica, aparecen los timocitos 
maduros, en los cuales desaparece el CD1. Asimismo, el CD3 de la superficie 
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celular asociado al TCRαβ se expresa con mayor intensidad, y las células se 
diferencian en dos subpoblaciones “positivas únicas”, CD4+ y CD8+, que se dirigen 
a la periferia a través de vasos situados en la unión corticomedular. Los timocitos de 
esta fase vuelven a expresar el receptor CD44, que se piensa está implicado en la 
migración y asentamiento en los tejidos linfoides periféricos (Peña Martínez, 1998; 
Abbas y Lichtman, 2004, Lidyard y Grossi, 2007).   
 
b) Selección de los linfocitos T 
Durante el proceso de maduración de los timocitos tiene lugar una selección 
positiva y una selección negativa. En ambos procesos de selección juegan un papel 
importante las células retículo-epiteliales, los macrófagos y las CDIs. Todas ellas 
expresan en sus membranas grandes cantidades de moléculas del CMH clase I y II. 
Los timocitos inmaduros “dobles positivos” interaccionan con estas células, lo que da 
lugar a la selección (Iáñez-Parejo, 1999). 
En la selección positiva se produce la interacción entre los timocitos y las 
células retículo-epiteliales de la corteza. Tras la interacción de estos timocitos 
“dobles positivos” por medio de su TCR con las moléculas del CMH de las células 
retículo-epiteliales, estas células producen una señal protectora que “rescata” de la 
apoptosis a los timocitos con una afinidad intermedia de su receptor TCR, mientras 
que aquellos linfocitos que muestran una afinidad del receptor TCR muy alta o muy 
baja hacia las moléculas del CMH sufren apoptosis y son fagocitadas por los 
macrófagos de la corteza. Con esta selección se consigue que sólo se sigan 
desarrollando los timocitos cuyos TCR sean capaces de reconocer antígenos 
presentados por moléculas CMH propias (Iáñez-Parejo, 1999, Lidyard y Grossi, 
2007). 
La selección negativa tiene lugar en los timocitos que han sobrevivido a la 
selección positiva. Este proceso tiene lugar en la corteza profunda, zona de unión 
corticomedular y médula tímica, donde las células retículo-epiteliales medulares, las 
CDIs y los macrófagos eliminan mediante apoptosis a los timocitos cuyos TCR 
presentan alta afinidad por antígenos propios. Con ello se destruyen los timocitos 
autorreactivos y se consigue que sólo los linfocitos T que no reconocen los 
antígenos propios continúen su desarrollo (Lydyard y Grossi, 2007).   
Aproximadamente un 95% de las células T mueren en la corteza, debido a los 
procesos de selección o al fracaso para experimentar una reordenación productiva 
Ana Isabel Raya Bermúdez 
Papel de las células inmunocompetentes de bazo y timo en la patogenia de la DVB 47 
de los genes de los receptores TCR, siendo fagocitados sus restos por los 
macrófagos residentes. Las células T supervivientes  abandonan el timo por los 
vasos de la unión corticomedular y se distribuyen hacia órganos linfoides 
secundarios por el sistema vascular (Gartner y Hiatt, 2007; Lydyard y Grossi, 2007). 
  
7. HISTOLOGÍA DEL BAZO 
El bazo es un órgano linfoide situado en la parte craneal del abdomen. A 
diferencia de otros órganos linfoides, divididos en corteza y médula, el parénquima 
esplénico está constituido tres compartimentos morfológica y funcionalmente bien 
distintos, que son: a) la pulpa esplénica blanca, constituida a su vez por las vainas 
linfoides periarteriales y los folículos linfoides; b) la pulpa esplénica roja, constituida 
por los capilares envainados, los cordones esplénicos y los senos venosos; y c) la 
zona marginal, que es un área de transición entre la pulpa esplénica blanca y la 
pulpa esplénica roja (Eurell, 2003). 
La pulpa esplénica roja es un filtro sanguíneo que elimina materiales extraños 
y glóbulos rojos dañados de la sangre. También sirve de almacenamiento de hierro, 
eritrocitos y plaquetas. En fetos y neonatos, actúa como un órgano hematopoyético. 
Además, el bazo es el mayor órgano linfoide secundario del organismo y, a través de 
la pulpa blanca, puede iniciar una respuesta inmunológica frente a antígenos 
circulantes en sangre (Kuper et al., 2002; Nolte et al., 2002; Balogh et al., 2004).   
   
7.1. ESTROMA 
El bazo está rodeado por una cápsula de tejido conectivo denso y cantidades 
variables de fibras musculares lisas, dependiendo de la especie (Bautista et al., 
1994; Eurell, 2003).  
De la cápsula parten trabéculas constituidas por fibroblastos, fibras de 
colágeno, fibras elásticas y fibras musculares lisas (Bautista et al., 1994). Las fibras 
de colágeno de la cápsula y de las trabéculas se continúan con una red de fibras 
reticulares, sintetizadas por las células reticulares, que constituyen el armazón del 




Ana Isabel Raya Bermúdez 
Papel de las células inmunocompetentes de bazo y timo en la patogenia de la DVB 48 
7.2. PARÉNQUIMA 
 Los linfocitos, macrófagos y células reticulares son los elementos comunes en 
todos los compartimentos esplénicos. De sus relaciones, cantidad relativa y estado 
funcional depende la configuración de cada compartimento (Bautista et al., 1994). 
 
Pulpa esplénica blanca 
 La pulpa blanca es el tejido linfoide del bazo, y se dispone siempre alrededor 
de las arterias o arteriolas, en forma de nódulos linfoides (folículos linfoides o de 
Malpighy) o como manguitos o vainas linfoides periarteriales (vainas cilíndricas de 
tejido linfoide que sustituyen a la adventicia de la arteria). En el bazo de los 
rumiantes el tejido linfoide es menos abundante que en otras especies y aparece 
principalmente como folículos linfoides (Dellman, 1993).  
 Los linfocitos son las células más numerosas en la pulpa esplénica blanca. 
Los linfocitos B son las principales células de los folículos linfoides, junto con 
algunos linfocitos T CD4+ y escasos linfocitos T CD8+ (Van Rees et al., 1996). Estos 
folículos linfoides pueden tener centro germinal o no, dependiendo de su estado 
funcional. Los centros germinales de los folículos linfoides pueden ser divididos 
anatómicamente en dos compartimentos principales: la zona oscura, ocupada por 
linfocitos B que se dividen rápidamente; y la zona clara, que contiene linfocitos B que 
no están en división, y una densa red de células dendríticas foliculares (CDFs) 
(Bautista et al., 1994).  
Las vainas linfoides periarteriales están constituidas, fundamentalmente, por 
linfocitos T y pueden dividirse en una región interna, compuesta por linfocitos T de 
pequeño tamaño, así como algunos linfocitos B migrantes, y la región externa, 
constituida por linfocitos T y B de pequeño y mediano tamaño, macrófagos y, bajo 
estimulación antigénica, células plasmáticas  (Van Rees et al., 1996; Cesta, 2006).    
 Las CDFs y las células dendríticas interdigitantes (CDIs) son las responsables 
de presentar antígenos a las células inmunológicamente competentes en los 
folículos linfoides y vainas linfoides periarteriales, respectivamente (Bautista et al., 
1994). 
 Las CDFs se localizan tanto en los centros germinales de los folículos 
linfoides como en el manto de linfocitos periféricos, en íntima conexión con capilares. 
Estas CDFs se disponen formando una red, estableciendo conexiones intercelulares 
a través de desmosomas (Lidyard y Grossi, 2007). Aunque las CDFs no son capaces 
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de procesar antígenos y sintetizar moléculas del CMH clase II, se piensa que estas 
moléculas son captadas por las CDFs a partir de los linfocitos B de los centros 
germinales (MacLennan y Grey, 1986; Gray et al., 1991). En contraste con otras 
células dendríticas, las CDFs poseen inmunoglobulinas en su superficie, a modo de 
complejos inmunes, así como marcadores específicos. Estas células tienen un 
origen mesenquimal, y no derivan de la médula ósea, no expresando el antígeno 
leucocitario común CD45 (Lindhout y de Groot, 1994, Lidyard y Grossi, 2007). 
 Las CDIs también pueden presentar antígenos en su superficie, y su función 
es la presentación de antígenos a los linfocitos T, promoviendo su activación 
(Bautista et al., 1994).  
 
Pulpa esplénica roja 
 La pulpa esplénica roja está constituida por una red tridimensional de senos 
venosos y cordones esplénicos (Cesta, 2006). Los cordones esplénicos están 
constituidos por un armazón de fibras reticulares, células reticulares y macrófagos 
(Saito et al., 1988). También se ha descrito la presencia de fibras musculares lisas 
en el bazo de rumiantes (Dellman y Brown, 1987).  
 El armazón de los cordones está ocupado por un gran número de células 
libres de la circulación sanguínea como eritrocitos, granulocitos y células 
mononucleares circulantes (Bautista et al., 1994). También asociados con los 
cordones esplénicos, aparecen linfocitos y células plasmáticas procedentes de los 
folículos linfoides y región externa de las vainas linfoides periarteriales tras la 
estimulación antigénica (Matsuno et al., 1989; Mebius y Kraal, 2005).    
 Los senos venosos son conductos tortuosos, ramificados y anastomosados. A 
diferencia de las venas verdaderas, las paredes de los senos carecen de túnica 
muscular y están constituidas por una capa de células endoteliales, una membrana 
basal discontinua dispuesta a modo de anillo alrededor del seno, y una capa de 
células reticulares adventicias (Bautista et al., 1994).  
 Los capilares envainados son capilares discontinuos, que pueden mostrar un 
engrosamiento característico  en sus paredes, llamado vaina macrofágica periarterial 
(Blue y Weiss, 1981a). Esta vaina macrofágica periarterial muestra un escaso 
desarrollo en el bazo de vacuno (Seki y Abe, 1985), y está constituida principalmente 
por células reticulares y macrófagos, aunque también pueden haber elementos de la 
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sangre circulante como plaquetas y eritrocitos (Seki y Abe, 1981; Tablin y Weiss 
1983). 
  La sangre es filtrada en la pulpa esplénica roja mediante un proceso de 
filtración mecánica, cuando el endotelio de los senos venosos atrapa los eritrocitos 
defectuosos, y una filtración biológica, cuando los macrófagos reconocen las 
glóbulos rojos no funcionales y los eliminan de la circulación sanguínea (Eurell, 
2003). 
   
Zona marginal 
 La zona marginal es una zona de transición entre la pulpa esplénica roja y la 
blanca, y juega un importante papel en la eliminación de partículas de la circulación 
(Bautista et al., 1994).  La zona marginal está separada de la pulpa blanca mediante 
una banda de macrófagos, que pueden ser marcados con tinciones de plata, y el 
seno marginal, dispuesto más en la periferia (Dijkstra y Veerman, 1990; Mebius y 
Kraal, 2005). Externamente al seno marginal se encuentra un anillo externo 
compuesto de células y fibras reticulares, macrófagos que participan en la 
eliminación de virus y microorganismos, y linfocitos B de mediano tamaño, que son 
una población de linfocitos B no circulantes con un fenotipo IgM+/IgD-, diferente a 
los linfocitos B foliculares que son IgM+/IgD+ (Dijkstra y Veerman, 1990; Van Rees 
et al., 1996; Mebius y Kraal, 2005).  
  
7.3. CIRCULACIÓN LINFÁTICA 
 El bazo no posee vasos linfáticos aferentes. Los vasos linfáticos eferentes 
capsulares y trabeculares se originan en la pulpa esplénica blanca y son la principal 
vía de salida de los linfocitos de esta zona. Estos vasos linfáticos drenan a los 
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El objetivo principal de este trabajo es caracterizar los mecanismos implicados 
en el establecimiento de un estado de inmunosupresión en la DVB inducida 
experimentalmente con una cepa no citopática perteneciente al genotipo 1. Para 
ello, los objetivos parciales a alcanzar son: 
 
1. Determinar las alteraciones clínicas y hematológicas producidas en terneros no 
encalostrados inoculados con la cepa ncp 7443 del vDVB. 
  
2. Determinar las lesiones producidas en el bazo y timo durante el transcurso de la 
infección con el virus, así como su relación con la presencia de antígeno vírico en 
estos órganos. 
  
3. Determinar los alteraciones que tienen lugar durante el transcurso de la infección 
en los linfocitos, células retículo-epiteliales, CDIs y macrófagos, así como la 
interrelación existente entre estas células. 
  
4. Valorar la producción de las citoquinas proinflamatorias IL-1α y TNFα y su posible 
relación con la depleción linfoide que tiene lugar en la DVB. 
 
5. Valorar los fenómenos de proliferación celular que tienen lugar en el timo durante 
el proceso de  maduración de los linfocitos T.   
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6. Valorar el papel de la apoptosis en la patogenia de la respuesta inmunológica, 
concretando su papel en la inmunosupresión y en la difusión orgánica del virus, 
estudiando que células la sufren, en que momento y con que intensidad se presenta, 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. MATERIAL DE ESTUDIO 
1.1. ANIMALES Y VIRUS 
Para llevar a cabo este estudio se utilizaron diez terneros de ambos sexos, 
clínicamente sanos, de raza frisona, con edades comprendidas entre las 6 y 8 
semanas. Estos animales se obtuvieron inmediatamente después de su nacimiento y 
procedían de una granja de bovino lechero negativa frente a tuberculosis, brucelosis 
y leucosis bovina, en la cual se seguía un plan de vacunación de las madres frente a 
rinotraqueítis infecciosa bovina, parainfluenza 3, DVB y virus respiratorio sincitial 
bovino.  
 Los terneros se alojaron en la Unidad de Experimentación Animal de la 
Universidad de Córdoba. Para confirmar que estaban libres de virus y anticuerpos 
frente a DVB, se tomaron muestras que se analizaron mediante la técnica de ELISA 
(Laboratorio de Diagnóstico General, Barcelona). A todos los terneros se les 
suministraron vitaminas A y D, B, E y selenio. Asimismo, los terneros fueron 
vacunados con una vacuna inactiva frente a E. coli. Los animales fueron privados de 
calostro y durante el experimento se alimentaron a base de leche artificial, de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
  De estos animales, ocho terneros fueron inoculados mediante instilación 
intranasal con 10 ml (5 ml por cada ollar) de medio de cultivo que contenía una dosis 
media infectante en cultivo de tejidos (TCID50) de 10
6 por ml de la cepa ncp 7443, 
perteneciente al genotipo I del vDVB (cedido por el Instituto de Virología, Escuela de 
Veterinaria de Hannover, Alemania). Los dos terneros restantes fueron inoculados 
mediante el mismo procedimiento con sobrenadante del medio de cultivo y se 
utilizaron como controles de la experiencia. Los animales se sometieron a un 
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seguimiento diario, monitorizándose la temperatura rectal dos veces al día y 
reseñándose las alteraciones clínicas.  
Los terneros inoculados fueron sacrificados en grupos de dos animales a los 
3, 6, 9 y 14 días post-inoculación (dpi), con una sobredosis de tiopental sódico 
(Thiovet®, Vet Limited, Leyland, Lancashire, Inglaterra) previa sedación con xilacina 
(Rompun 2%®, Bayer Healthcarem, Kiel, Alemania). Los dos animales utilizados 
como controles se eutanasiaron al final de la experiencia mediante el mismo 
procedimiento.  
Esta fase de la experiencia se realizó de acuerdo con el Código de Prácticas 
para el Alojamiento y Cuidado de Animales empleados en Procedimientos 
Científicos, aprobado por la Unión Europea en 1986 (86/609/EEC), modificada por la 
directiva 2003/65/EC, que desarrolla la normativa española por medio del Real 
Decreto 1201/2005 sobre protección de los animales utilizados para experimentación 
y otros fines científicos (BOE Nº 252, de 21 de Octubre). 
 
1.2. MUESTRAS DE SANGRE Y SUERO  
Previamente a la inoculación, se extrajeron muestras de sangre de todos los 
animales para la obtención de sus valores basales. Las muestras se tomaron en 
condiciones estériles mediante punción con aguja en la vena yugular, y se 
introdujeron en tubos con EDTA para la realización de un recuento de leucocitos y 
determinación de la fórmula leucocitaria (porcentaje de linfocitos, monocitos, 
neutrófilos y eosinófilos). Asimismo, se tomaron muestras sin anticoagulante para la 
obtención de sueros. Con el mismo procedimiento se extrajeron muestras de sangre 
en el momento de la inoculación y en los 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 12, 13 y 14 dpi. Las 
muestras de sangre y suero fueron almacenadas a -80ºC y, posteriormente, se 
utilizaron para detección y cuantificación del virus mediante la técnica de la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR cuantitativa (qPCR), así como para la 
detección de anticuerpos.  
 
1.3. NECROPSIA Y RECOGIDA DE MUESTRAS 
Tras la eutanasia, se practicó una necropsia reglada de los animales objeto 
de estudio, procediendo a la toma de muestras de bazo y timo para realizar el 
estudio bacteriológico, virológico, histopatológico, inmunohistoquímico y 
ultraestructural. 
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Fijación 
Las muestras se fijaron mediante su inmersión en formol tamponado al 10% 
en fosfato buffer salino (PBS, pH 7,2) y solución de zinc, durante 24 horas, y 
solución de Bouin (solución saturada de ácido pícrico, formol y ácido acético glacial) 
durante 8 horas,  para el estudio histopatológico e inmunohistoquímico. Asimismo, 
se fijaron muestras por inmersión en glutaraldehido al 2,5% en tampón fosfato 0.1 M 
(pH 7,2), para el estudio ultraestructural. 
Para el estudio virológico mediante PCR y qPCR se congelaron muestras en 
isopentano y nitrógeno líquido que, posteriormente, fueron almacenadas a -80ºC. 
Para la realización del estudio bacteriológico se tomaron muestras en fresco 
de bazo y timo de cada uno de los animales. 
 
Inclusión 
Previamente al procesado, las muestras sumergidas en la solución de Bouin 
fueron sometidas a 7 lavados de 30 minutos en agitación en alcohol de 70º. Las 
muestras fijadas en formol, solución de zinc y solución de Bouin se procesaron de 
forma rutinaria, siendo deshidratadas mediante su inmersión en una escala 
ascendente de alcoholes, aclaradas en xilol y embebidas en parafina. Para ello se 
utilizó un procesador marca Shandon® modelo Citadel 2000 y un dispensador de 
parafina marca Shandon®, modelo Histocenter 2. 
Para el estudio ultraestructural, las muestras fijadas en glutaraldehido fueron 
refijadas en tetróxido de osmio al 2%, deshidratadas en acetona, aclaradas en óxido 
de propileno e incluidas en epoxyresinas (Epon812®, Fluka Chemie, AG, Buchs, 
Suiza). 
 
2. MÉTODOS DE ESTUDIO 
2.1. ESTUDIO HEMATOLÓGICO 
El  número total de leucocitos se determinó en un hemocitómetro tras diluir la 
sangre en una solución de ácido acético de Turk. La fórmula leucocitaria se 
determinó sobre un frotis de sangre teñido mediante la técnica de Diff-Quick. La 
identificación de las células se llevó a cabo de acuerdo a su morfología, expresando 
el porcentaje de cada población celular, sobre un recuento total de 300 células por 
animal. 
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2.2. DETECCIÓN ANTIGÉNICA DEL  vDVB 
 Para la detección antigénica del virus se empleó un kit de ELISA comercial 
(HerdChek BVDV Ag/suero plus, IDEXX laboratories, Österbybruk, Suecia), que 
reacciona frente a la presencia de antígeno tanto en sangre como en suero, 
siguiendo las instrucciones del fabricante y midiendo la absorbancia a 450 nm en un 
espectrofotómetro (Easy Reader EAR 400®, SLT LabInstruments, Salzburgo, 
Austria). 
  
2.3. DETECCIÓN DE ANTICUERPOS FRENTE AL vDVB 
 Para la detección de anticuerpos frente al virus se utilizó un kit comercial de 
ELISA indirecto (HerdChek BVDV Ag/suero plus, IDEXX laboratories, Österbybruk, 
Suecia), que reacciona frente a la presencia de anticuerpos en suero, siguiendo las 
instrucciones del fabricante y midiendo la absorbancia a 450 nm en un 
espectrofotómetro (Easy Reader EAR 400®, SLT LabInstruments, Salzburgo, 
Austria). 
 
2.4. ESTUDIO ESTRUCTURAL 
 El estudio histopatológico se realizó en un fotomicroscopio Zeiss® modelo 
Axiophot, utilizando secciones de 4 µm, obtenidas mediante un microtomo rotatorio 
Microm® modelo HM325 a partir de las muestras incluidas en parafina. Los cortes  
se tiñeron con la técnica de la hematoxilina-eosina (H-E) para determinar las 
lesiones producidas en los animales inoculados y su cronología.   
 
2.5. ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL 
 El estudio ultraestructural se llevó a cabo en cortes de 50 nm de grosor, 
obtenidos mediante un ultramicrotomo Leica® modelo LKB-Ultratome Nova, que 
fueron depositados sobre rejillas de cobre-níquel y contrastados con acetato de 
uranilo y citrato de plomo con un contrastador automático Leica® modelo 
Ultrastainer. El examen de las mismas se realizó con un microscopio electrónico de 
transmisión Philips® modelo CM-10, perteneciente al Servicio Central de Apoyo a la 
Investigación de la Universidad de Córdoba. 
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2.6. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO (IHQ) 
Muestras fijadas en formol, solución de bouin y solución de zinc 
Para realizar este estudio se prepararon cortes de tejido de 3 µm de grosor 
que se montaron sobre portaobjetos previamente desengrasados con alcohol-
clorhídrico al 1% y cubiertos con una solución al 10% de poli-L-lisina (Sigma 
Diagnostics Inc., St Louis, MC, Estados Unidos) como adherente. Sobre estas 
muestras se aplicó la técnica IHQ del complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC), 
descrita por Hsu et al. en 1981, y modificada para la detección de diferentes 
citoquinas en tejidos bovinos por Gutiérrez et al. (1999) y Pedrera et al. (2007).  
 
Técnica del complejo ABC 
a) Desparafinado mediante tres baños en xilol de 10 minutos (min). 
b) Rehidratación de las muestras mediante dos baños de alcohol de 100º de 
5 min. 
c) Inhibición de la peroxidasa endógena mediante la inmersión en una 
solución al 3% de H2O2 en metanol durante 45 min. 
d) Rehidratación de las muestras sumergiéndolas en una escala descendente 
de alcoholes y fijación del pH en tampón fosfato salino a pH 7,6 (PBS). 
e) Pretratamientos, según el anticuerpo primario empleado, seguidos de 4 
lavados en PBS de 5 min. 
f) Inhibición de la tinción de fondo mediante la incubación de las 
preparaciones en suero normal de caballo al 1% (anticuerpos 
monoclonales) o suero normal de cabra al 10% (anticuerpos policlonales) 
durante 30 min. 
g) Incubación con el anticuerpo primario diluido en suero normal de caballo 
(Pierce Endogen, Woburn, MA, Estados Unidos) al 1% (anticuerpos 
monoclonales) o suero normal de cabra al 10% (anticuerpos policlonales), 
junto con un 2% de suero normal de bovino, durante 18 horas a 4ºC en 
cámara húmeda. 
h) Cuatro lavados en PBS de 5 min. 
i) Incubación con el anticuerpo secundario: para anticuerpos monoclonales 
se utilizó anti-IgG de ratón biotinilado fabricado en caballo (Pierce 
Endogen, Woburn, MA, Estados Unidos). Para anticuerpos policlonales se 
utilizó anti-IgG de conejo biotinilado fabricado en cabra (Vector 
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Laboratorios, Burlingame, CA, Estados Unidos), durante 30 minutos en 
cámara húmeda. 
j) Cuatro lavados en PBS de 5 min. 
k) Incubación con el complejo ABC (Vectastain ABC kit Elite ®, Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos), diluido previamente, 
durante 1 hora a temperatura ambiente en cámara húmeda y en oscuridad. 
l) Cuatro baños en TBS (tampón Tris salino, 0,05 M, pH 7,6)  de 5 min. 
m) Finalmente, se procedió al revelado de la reacción inmunoenzimática con 
una solución de cromógeno (Vector NovaRed sustrate kit AT, Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos), contratinción con 
hematoxilina de Harris y montaje para su estudio mediante microscopía 
óptica. 
 
Pretratamientos de desenmascaramiento antigénico y permeabilización de tejidos 
Para hacer posible o mejorar la inmunorreacción de los diferentes 
anticuerpos, se emplearon los siguientes pretratamientos: 
a) Digestión enzimática 
Se realizó una digestión enzimática de los cortes con pronasa tipo XIV 
(Sigma-Aldrich Chemie®, Steinheim, Alemania) al 0,1% en PBS, incubando los 
cortes durante 8 minutos (muestras fijadas en formol) o 5 minutos (muestras fijadas 
en bouin), en agitación y a temperatura ambiente. 
 
b) Tampón citrato y microondas 
Las muestras fueron sumergidas en tampón citrato (Citrato trisódico dihidrato, 
Merck, F.R., Alemania) al 0,01 M a pH 3,2 ó 6, dependiendo del anticuerpo utilizado, 
sometidas en el horno microondas a temperaturas de 450 ºC durante 5 minutos y, 
posteriormente, de 150ºC durante 6 minutos. 
 
c) Tween 20 
Para incrementar la permeabilidad de los tejidos, se utilizó esta técnica 
basada en la inmersión de las muestras en una solución 0,01% del detergente 
Tween 20 (Merck, Munich, Alemania) en PBS durante 10 minutos en agitación. 
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Reactividad de los diferentes anticuerpos utilizados 
15C5 (cortesía del Dr. Dubovi, New York State Collegue of Veterinary 
Medicine, Cornell University, Ithaca, NY): El anticuerpo monoclonal 15C5 
reacciona con un epítopo de la glucoproteína vírica Erns (gp48) altamente 
conservada entre los aislados del vDVB, que permite la detección de aislados del 
vDVB de genotipos I y II, tanto de biotipos cp como ncp, así como del virus de la 
peste porcina clásica y de la enfermedad de la frontera. En contraste con otros 
anticuerpos monoclonales frente al vDVB, el 15C5 puede ser utilizado en tejidos 
fijados en formol (Corapi et al., 1990a; Haines et al., 1992; Baszler et al., 1995; 
Lertora et al., 2003).  
MAC387 humano (Serotec, Oxford, Reino Unido): Anticuerpo monoclonal 
que reconoce la molécula calprotectina o L1, un antígeno intracitoplasmático 
expresado por granulocitos, monocitos y macrófagos titulares. La tinción de los 
macrófagos de cuerpos tingibles es variable (Flavell et al., 1987). Se ha demostrado 
la reacción cruzada con la especie bovina (Gutiérrez et al., 1999).  
Anti-TNFα bovino (Serotec, Oxford, Reino Unido): Anticuerpo policlonal 
que detecta TNFα bovino, producido por  macrófagos, monocitos, linfocitos B y T, 
PMN neutrófilos y células endoteliales.  
Anti-IL1α humano (Endogen, Woburn, MA, Estados Unidos): Anticuerpo 
policlonal que reacciona frente a IL1α , producida por  macrófagos, células 
dendríticas, células endoteliales, fibroblastos, queratinocitos y células gliales. 
Elaborado en conejo frente a IL1α  recombinante humana. Se ha demostrado 
reacción cruzada con otras especies de mamíferos como el cerdo (Sánchez-Cordón 
et al., 2002; 2005) y la oveja (Carrasco et al., 2004).  
Anti-CD3 humano (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca): Anticuerpo 
policlonal desarrollado en conejo utilizando un péptido CD3 humano sintético unido a 
tiroglobulina. La molécula CD3 es un marcador altamente específico de los linfocitos 
T, pudiendo ser también expresado por las células de Purkinje del cerebelo (Garson 
et al., 1982). En timocitos inmaduros, la expresión de CD3 es exclusivamente 
citoplasmática, y el CD3 asociado a la membrana aparece posteriormente, con la 
maduración de las células (Campano et al., 1987). Se ha demostrado su 
especificidad en diferentes especies de mamíferos (Ramos-Vara et al., 1984).  
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Anti-CD4 bovino (Serotec, Oxford, Reino Unido): Anticuerpo monoclonal 
que reacciona marcando linfocitos T CD4+ bovinos. Se ha utilizado en 
inmunohistoquímica en cortes en parafina (Gutiérrez et al., 1999). 
Anti-CD8 bovino (Serotec, Oxford, Reino Unido): Anticuerpo monoclonal 
que reacciona marcando linfocitos T CD8+ bovinos. Se ha utilizado en 
inmunohistoquímica en cortes en parafina (Gutiérrez et al., 1999). 
Anti-WC1 bovino (Serotec, Oxford, Reino Unido): Anticuerpo monoclonal 
que reconoce la proteína WC1 bovina, expresada por la mayoría de los linfocitos T 
γ/δ. Se ha utilizado en inmunohistoquímica en cortes en parafina (Gutiérrez et al., 
1999). Presenta reactividad cruzada con oveja y cabra (Brodersen et al., 1998). 
Anticuerpo anti-citoqueratinas humano, clon AE1-AE3 (DakoCytomation, 
Glostrup, Dinamarca): Las citoqueratinas son una familia de proteínas que forman 
parte del citoesqueleto de las células epiteliales. Este anticuerpo identifica la mayoría 
de citoqueratinas humanas y puede ser utilizado para la identificación de células de 
origen epitelial, como las células retículo-epiteliales y corpúsculos de Hassall del 
timo.   
Anti CD79 humano (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca): Anticuerpo 
monoclonal utilizado para la identificación de linfocitos B, neoplasias de linfocitos B y 
leucemia linfoblástica aguda. Este anticuerpo presenta reacción cruzada con la 
proteína equivalente en la especie bovina (Mason et al., 1991).   
Anti-Ki67 humano (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca): Anticuerpo 
monoclonal que detecta el antígeno Ki67, proteína nuclear expresada durante todas 
las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y M) pero no en las células en reposo 
en la fase G0 (Gerdes et al., 1983; 1984). Es un antígeno genéticamente bien 
conservado que ha sido detectado en células en proliferación de diferentes especies 
de mamíferos, incluido el ternero (Falini et al., 1989; Liebler-Tenorio y Pohlenz, 
1997).  
Anti-HLA-DR αchain humano (DakoCytomation, Glostrup, Alemania): 
Anticuerpo monoclonal que reacciona con la cadena a de los antígenos HLA clase II 
DR (CMH clase II). Este anticuerpo marca células B, células T activadas, 
macrófagos, células presentadoras de antígenos y algunas células endoteliales y 
epiteliales. El empleo de este reactivo permite detectar antígenos de clase II que 
pueden verse incrementados en ciertos estados patológicos como las enfermedades 
autoinmunes (Adams et al., 1983; Crumpton et al., 1984). 
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Controles 
 Los controles negativos de la técnica para cada uno de los anticuerpos y 
pretratamientos ensayados consistieron en dos cortes paralelos a los cortes 
problema, procedentes de los animales objeto de estudio. En uno de ellos el 
anticuerpo primario fue sustituido por PBS mientras que en el otro el anticuerpo 
primario monoclonal o policlonal fue sustituido por suero no inmune de ratón y 
conejo, respectivamente. Además, para la detección de antígeno vírico con el 
anticuerpo 15C5 se utilizaron muestras de los dos animales no inoculados como 
controles de especificidad del anticuerpo, empleando como controles positivos cortes 
de tejidos de terneros muertos por EM o de terneros PI, en los que previamente  se 
había detectado el antígeno vírico del vDVB.  
 
2.7. ESTUDIO DE LA APOPTOSIS MEDIANTE LA TÉCNICA DE TUNEL (Terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling) 
La ruptura de ADN genómico durante la apoptosis puede dar lugar a 
pequeños fragmentos de ADN de doble cadena de bajo peso molecular (mono y 
oligonucleosomas), así como fragmentos de cadena simple de ADN de alto peso 
molecular. Estos fragmentos de ADN pueden ser identificados mediante el marcaje 
de los extremos 3´-OH libres con nucleótidos modificados en una reacción 
enzimática. La enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) cataliza la 
polimerización de nucleótidos añadiéndolos a los extremos 3´-OH de forma 
indiscriminada. Esta enzima se utiliza para marcar los fragmentos de ADN. La 
fluoresceína incorporada se detecta mediante fragmentos Fab de anticuerpos de 
oveja antifluoresceína conjugados con peroxidasa (Gavrieli et al., 1992; Negoescu et 
al., 1997). Para la realización de esta técnica se emplearon reactivos del kit “In situ 
Cell Death Detection, POD®” (Boehringer Mannheim, Indianapolis, EEUU), sobre 
cortes de 3-4 µm de las muestras objeto de estudio fijadas en formol tamponado, 
siguiendo el protocolo señalado por el fabricante. 
 
Técnica de TUNEL 
a) Desparafinado. 
b) Inhibición de la peroxidasa endógena mediante una solución de H2O2 al 
3% en metanol durante 45 min en agitación. 
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c) Rehidratación de las muestras sumergiéndolas en una escala descendente 
de alcoholes y fijación del pH en PBS. 
d) Digestión enzimática con una solución de proteinasa K (20 µg/ml) en 10 
mM de Tris-HCl a pH 7,6, durante 15 min a 37ºC. 
e) Permeabilización de membranas con una solución 0,1% de Tritón X-100 
en 0,1% de citrato sódico, durante 2 min a 4ºC. 
f) Incubación de la muestra con la enzima desoxinucleotidil-transferasa-
terminal marcada con fluoresceína y dUTP, durante 1 hora a 37ºC. 
g) Incubación con anticuerpo antifluoresceína marcado con peroxidasa 
durante 30 min a 37ºC. 
h) Revelado con NovaRED, contratinción con hematoxilina de Harris y 
montaje para estudio con microscopio óptico. 
i) Todos los pasos van seguidos de diferentes lavados con PBS. 
 
2.8. RECUENTOS CELULARES 
 Para llevar a cabo los diferentes estudios inmunohistoquímicos se hicieron 
cortes seriados de las muestras de bazo y timo, realizándose el recuento de células 
inmunomarcadas sobre 20 campos consecutivos. La identificación de las diferentes 
poblaciones celulares se llevó a cabo en virtud de su localización, tamaño y 
características morfológicas, reflejando los resultados como células positivas por 
área de 0,20 mm2 de corteza y médula en el timo y cordones esplénicos, o como 
células por estructura en el caso de la zona marginal, folículos linfoides y vainas 
linfoides periarteriales del bazo. Las áreas y las estructuras fueron elegidas al azar a 
partir de diagonales trazadas desde los extremos de la preparación. 
 
2.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
La media y la desviación estándar de los datos obtenidos en el recuento de 
células inmunoteñidas frente a los distintos anticuerpos, así como la fórmula 
leucocitaria, se calcularon empleando el programa informático GraphPad InStat, 
versión 3.0 (GraphPad Software, Inc). Las diferencias entre los valores de los 
animales no inoculados utilizados como controles y los inoculados fueron testados 
realizando un análisis del grado de significación (P≤0,05) por el U test de Mann 
Whitney para distribuciones no paramétricas. 
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1. HALLAZGOS CLÍNICOS  
No se observaron cambios en el comportamiento ni signos clínicos de 
enfermedad en ninguno de los animales no inoculados utilizados como controles. En 
algunos de los animales inoculados con la cepa 7443 del vDVB se observó un ligero 
incremento de la temperatura rectal a los 2-3 dpi, tal y como se indica en las figuras 
3 y 4, superándose los 40ºC a los 7 dpi por la tarde en algunos de los animales. La 
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Fig. 3. Temperaturas rectales medias tomadas por la mañana de los terneros inoculados y no 
inoculados con la cepa 7443 del vDVB. 
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Fig. 4. Temperaturas rectales medias tomadas por la tarde de los terneros inoculados y no inoculados 
con la cepa 7443 del virus de la DVB. 
 
2. RECUENTO DE LEUCOCITOS Y FÓRMULA LEUCOCITARIA 
  La fórmula leucocitaria reveló que los animales inoculados sufrieron un 
descenso significativo del número de leucocitos en sangre entre los 2 y 6 dpi, 
alcanzando los valores mínimos a los 3 dpi. Esta leucopenia fue debida a una 
disminución en el número total de neutrófilos y linfocitos. A partir de los 8 dpi se 
produjo una recuperación de los valores hematológicos que se mantuvo hasta el 
final de la experiencia. No se observaron cambios significativos en el porcentaje de 
monocitos y PMN eosinófilos a lo largo del experimento. Los animales no inoculados 
no presentaron alteraciones en la fórmula leucocitaria durante la experiencia. Los 
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Fig. 5. Número total de leucocitos (columna completa) y porcentaje de cada serie (segmentos de 
color). 
 
3. DETECCIÓN DEL VIRUS EN SANGRE 
 Mediante técnicas de ELISA, no se detectó antígeno vírico en sangre en 
ninguno de los animales no inoculados y utilizados como controles. En los animales 
inoculados, el antígeno vírico se determinó en sangre desde los 3, alcanzando los 
valores máximos a los 6 dpi y manteniéndose la viremia hasta los 12 dpi, fecha a 
partir de la cual no hubo presencia del antígeno vírico en sangre.  
 
4. DETECCIÓN DE ANTICUERPOS FRENTE AL VIRUS EN SUERO 
 No se detectaron anticuerpos frente al vDVB en suero mediante técnicas de 
ELISA a lo largo del experimento en los animales control ni en los animales 
inoculados. 
 
5. LESIONES MACROSCÓPICAS  
En la necropsia no se observaron lesiones macroscópicas en ninguno de los 
animales control. En los animales inoculados las lesiones fueron escasas y poco 
específicas, estando localizadas fundamentalmente en aparato digestivo y órganos 
linfoides. Así, desde el 3 dpi se observó una ligera hiperemia de la válvula ileocecal 
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partir de los 6 dpi, sobre todo de los inguinales profundos y los retrofaríngeos. A 
partir de los 9 dpi aparecieron hemorragias petequiales en la corteza de los nódulos 
linfáticos retrofaríngeos, gastrohepático y renales, junto con esplenomegalia, edema 
de la válvula ileocecal e hiperemia de íleon proximal y yeyuno. Además, en los 
terneros sacrificados a los 14 dpi se observaron hemorragias petequiales en la 
mucosa rectal y en la vejiga urinaria, hiperemia de la válvula ileocecal (Fig. 6), así 




Fig. 6. Hiperemia de la válvula ileocecal en el ternero sacrificado a los 14 dpi. 
 
6. RESULTADOS EN EL TIMO 
6.1. ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 
En los animales no inoculados (NI), el timo presentaba características 
histológicas normales, observándose una corteza basófila y muy celular, constituida, 
principalmente, por linfocitos pequeños y una red poco visible de células retículo-
epiteliales, y una médula, en la que eran más evidentes las células retículo-
epiteliales y los macrófagos (Fig. 7, A). 
El timo de los animales eutanasiados a los 3 dpi no mostró cambios con 
respecto a los animales no inoculados, observándose de forma aislada en la corteza 
imágenes de muerte celular de los linfocitos, caracterizada por la presencia de 
picnosis y cariorrexis y por la existencia de macrófagos de gran tamaño, núcleo 
vesiculoso y excéntrico, con restos celulares fagocitados en su citoplasma, 
denominados macrófagos de cuerpo tingible. 
A los 6 dpi, se observaron diferencias entre el grado de lesión de ambos 
animales. En la corteza de algunos seudolobulillos del animal 6.1 se observó una 
depleción linfoide con imágenes de picnosis y cariorrexis linfocitaria y un aumento 
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del número de macrófagos de cuerpo tingible (Fig. 7, B, C). Esta depleción linfoide 
se disponía de forma multifocal, existiendo seudolobulillos afectados junto a otros de 
características normales. En la periferia de la corteza de algunos seudolobulillos esta 
depleción fue más intensa, observándose una población de células de núcleo grande 
y pálido y citoplasma acidófilo en el lugar previamente ocupado por los linfocitos. En 
la médula, se observaron imágenes aisladas de muerte celular, principalmente a 
nivel de la unión corticomedular. 
En el animal 6.2 las diferencias respecto al animal control no fueron tan 
evidentes, aunque existió un incremento de los fenómenos de muerte celular en 
algunos seudolobulillos. 
A los 9 dpi, la depleción linfoide se hizo más acusada, produciéndose un 
adelgazamiento de la corteza acompañado de un incremento de los fenómenos de 
muerte celular, dando lugar a la aparición de la imagen denominada por algunos 
autores como “cielo estrellado”. El patrón de las lesiones continuó siendo multifocal, 
existiendo grandes diferencias en el grado de alteración de seudolobulillos 
adyacentes. Las lesiones fueron más intensas en el animal 9.2 (Fig. 7, E).   
En las zonas periféricas de algunos seudolobulillos continuaron observándose 
áreas con escasos linfocitos ocupadas por células de citoplasma amplio y acidófilo, 
así como macrófagos de cuerpo tingible, con mayor intensidad que a los 6 dpi (Fig. 
7, F). 
En la médula, se apreció en esta fecha una ligera depleción linfoide, así como 
imágenes aisladas de muerte celular, principalmente a nivel de la unión 
corticomedular.  
 A los 14 dpi los fenómenos de picnosis y cariorrexis y los macrófagos de 
cuerpo tingible se hicieron menos evidentes que a los 9 dpi, y no se observaron 
diferencias en el tamaño de la corteza respecto a los animales control, aunque 
existió una disminución de la densidad de los linfocitos en esta localización. 
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Fig. 7. Timo. H-E. A. 3 dpi. 10x. El timo presentaba características histológicas normales, no 
apreciándose diferencias respecto a los animales control. B. 6 dpi. 10x. Numerosas imágenes de 
muerte celular en la corteza junto con la existencia de macrófagos de cuerpo tingible, dando la 
imagen de “cielo estrellado”. C. 6 dpi. 40x. Detalle de la corteza en la que se observan los cuerpos 
apoptóticos fagocitados por los macrófagos. D. 9 dpi. 10x. Intensa depleción linfoide en la corteza. E y 
F. 9 dpi. 20x. Detalle de la corteza en la que se observa la mayor depleción linfocitaria que tiene lugar 
en la zona más externa de la corteza, acompañada de un aumento del número de macrófagos de 
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6.2. ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO 
Detección de la infección vírica  
 Con el anticuerpo 15C5, la presencia de antígeno vírico no se detectó en el 
timo en los animales no inoculados ni en los eutanasiados a los 3 dpi. La distribución 
de las células reactivas frente a la glucoproteína Erns (gp48) del vDVB se muestra 
en la figura 8. A partir de los 6 dpi (Fig. 8, A), se observó inmunorreacción, 
principalmente, en células de núcleo grande y amplio citoplasma, identificadas 
morfológicamente como macrófagos, algunos de las cuales fagocitaban cuerpos 
apoptóticos. También se observaron células de citoplasma estrellado identificadas 
como células retículo-epiteliales, así como algunos linfocitos positivos, aunque estos 
últimos en escaso número. Las células positivas se detectaron tanto en corteza 
como en médula, aunque existieron variaciones en el porcentaje de células positivas 
en ambas localizaciones, siendo más elevado en la corteza y apreciándose en la 
médula de forma aislada. La distribución en la corteza siguió un patrón multifocal, 
existiendo seudolobulillos con un elevado número de células positivas, mientras que 
en otros no se produjo inmunorreacción. 
A partir de los 9 dpi (Fig. 8, B y C) se produjo un incremento significativo en el 
número de células positivas frente a la gp48, apareciendo también un mayor número 
de seudolobulillos afectados, aunque continuaron existieron grandes variaciones 
entre el número de células positivas entre seudolobulillos. Las células que se 
marcaron fueron las mismas que a los 6 dpi, observándose numerosos macrófagos 
de cuerpo tingible positivos fagocitando cuerpos apoptóticos, muchos de los cuales 
también estaban intensamente teñidos. En la corteza, las células reactivas se 
encontraban distribuidas por todo el seudolobulillo, aunque existían acúmulos en las 
zonas periféricas de la corteza.  
El número de células positivas frente al virus se mantuvo hasta el final de la 
experiencia, marcándose a los 14 dpi las mismas poblaciones celulares que en 
fechas anteriores (Fig. 8, D). 
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Fig. 8. Timo. Detección inmunohistoquímica de la glucoproteína gp48 del vDVB (ABC). A. 6 dpi. 10x. 
Células positivas frente al anticuerpo 15c5 en la corteza de algunos seudolobulillos. B. 9 dpi. 10x. A 
los 9 dpi el número de células reactivas frente a este anticuerpo experimentó un gran incremento, 
detectándose el antígeno vírico en la mayoría de los seudolobulillos. C. 9 dpi. 20x. Detalle de la 
corteza tímica, en el que se observa que las células reactivas son principalmente macrófagos y 
células retículo-epiteliales. D. 14 dpi. 20x. En esta fecha el número de células reactivas frente al virus 
continuó siendo elevado.   
A B 
C D 
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Fig. 9. Recuento (media±DS) de células reactivas frente a la glucoproteína Erns (gp48) del vDVB en 
la corteza y médula del timo en animales no inoculados (NI) e inoculados con el virus.  
 
Estudio de los fenómenos de apoptosis 
Mediante la técnica de TUNEL se detectaron células en apoptosis tanto en los 
animales NI (Fig. 10, A) como en los infectados con el vDVB. Las células marcadas 
fueron principalmente linfocitos picnóticos, así como células de amplio citoplasma, 
identificados como macrófagos, la mayoría de los cuales presentaban cuerpos 
apoptóticos intensamente teñidos en su citoplasma.  
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El recuento de las células marcadas con esta técnica (Fig. 11) en la corteza 
experimentó un incremento significativo a los 6 dpi (Fig. 10, B), y 9 dpi, fecha en la 
que se alcanzó el máximo de células reactivas frente a esta técnica. Las células 
reactivas fueron las descritas anteriormente junto con algunas células de morfología 
estrellada, identificadas como retículo-epiteliales. A los 14 dpi, sin embargo, se 
produjo una gran disminución en el recuento hasta llegar a los valores normales 
detectados en los animales control.  
En la médula, se produjo un incremento de células reactivas a partir de los 6 
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Fig. 11. Recuento (media±DS) de células reactivas frente a la técnica de TUNEL en la corteza y 
médula del timo en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB.  
  
Estudio de la población de linfocitos T 
 Para el estudio de la población de los linfocitos T del timo se utilizaron los 
anticuerpos anti-CD3, CD4, CD8 y WC1.   
 a) Linfocitos T CD3+ 
 El anticuerpo anti-CD3 marcó el citoplasma de la gran mayoría de linfocitos T 
de la corteza y médula. En la corteza, el gran número de linfocitos marcados hizo 
imposible su recuento, por lo que la valoración se realizó de forma semicuantitativa 
en esta localización (Tabla 1).  
En los animales control, los linfocitos T se distribuyeron de forma difusa por 
toda la corteza y médula (Fig. 12, A y B). A los 3 dpi, no se observaron diferencias 
respecto a los animales control. Sin embargo, a partir de los 6 dpi, se confirmó la 
imagen en “cielo estrellado” observada con la H-E, apareciendo numerosas áreas en 
la corteza que no se teñían con este anticuerpo. Esta disminución de los linfocitos T 
de la corteza se hizo más evidente a los 9 dpi, fecha en la que se intensificó la 
imagen en “cielo estrellado” (Fig. 12, C, D y E), siendo esta depleción más intensa 
en las áreas externas de la corteza.  
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Fig. 12. Timo. ABC. A. Animal control. 20x. El anticuerpo CD3 marcó la gran mayoría de linfocitos de 
la corteza.  B. Animal control. 40x. Detalle de la imagen anterior. A mayores aumentos se observa la 
distribución difusa de este anticuerpo por la gran mayoría de los linfocitos de la corteza tímica. C y D. 
9 dpi. 20x. Gran disminución del número de linfocitos reactivos frente al anticuerpo CD3 en la corteza, 
principalmente en las áreas periféricas de los seudolobulillos, observándose en algunos de ellos la 
imagen de “cielo estrellado”. E. 9 dpi. 40x. Detalle de la corteza en la que se aprecia el escaso 
número de linfocitos CD3+ respecto a días anteriores. F. 14 dpi. 20x. A los 14 dpi se produce una 
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A los 14 dpi, se observó un cierto grado de recuperación del número de 
linfocitos T CD3+ de la corteza (Fig. 13, F), apreciándose sólo una ligera depleción 
linfocitaria respecto a los animales control. 
   En la médula, la depleción linfoide no fue tan evidente como en la corteza, 
aunque existió una disminución de los linfocitos T CD3+ a los 9 dpi, tal y como se 
refleja en la figura 13. 
 
Controles 3 dpi 6 dpi 9 dpi 14 dpi 
- - - - ++ + +++ +++ + + 
 
Tabla 1. Grado de depleción de los linfocitos T CD3+ observado en la corteza de los animales control 




















Fig. 13. Recuento (media±DS) de células reactivas frente al anticuerpo anti-CD3 en la médula del 
timo de los animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB.  
 
 b) Linfocitos T CD4+ y CD8+ 
 El número de linfocitos T CD4+ y CD8+ fue muy elevado, siendo en la corteza 
la mayor parte de linfocitos positivos a ambos anticuerpos, excepto en la zona 
subcapsular, donde no se observó inmunorreacción (Fig. 14). A los 6 y 9 dpi se 
observó con ambos anticuerpos una depleción linfocitaria similar a la observada con 
el anticuerpo CD3 (Tabla 2). 
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En la médula, el número de linfocitos T CD4+ y CD8+ fue inferior al número de 
linfocitos T CD3+. Ambas subpoblaciones de linfocitos T experimentaron una 
disminución en esta localización a los 9 dpi. 
  
Controles 3 dpi 6 dpi 9 dpi 14 dpi 
C - - - - ++ + +++ +++ + + 
M - - - - - - + + - - 
 
Tabla 2. Grado de depleción de los linfocitos T CD4+ y CD8+ observado en la corteza (C) y en la 
médula (M) de los animales control e inoculados con el vDVB. (-) Sin depleción. (+) Depleción ligera 
(++) Depleción moderada (+++) Depleción intensa. 
 
    
 
Fig. 14. Timo. ABC. A. Animal control. 20x. Distribución en la corteza de los linfocitos T CD4+, sin 
reacción en la zona subcapsular. B. 6 dpi. 20x. Ligera depleción linfoide en la corteza de los linfocitos 
T CD4+. C. Tinción de los linfocitos T CD8+ en la médula de uno de los animales control. 40x. D. 
Médula a los 9 dpi, en la que se observa la disminución en el número de linfocitos T CD8 reactivos. 
A B 
C D 
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 c) Linfocitos T γ/δ 
 La presencia de linfocitos T γ/δ en la corteza del timo, detectada mediante el 
anticuerpo WC1, fue mucho menor que la del resto de subpoblaciones de linfocitos 
T. Asimismo, la distribución fue diferente, detectándose las células positivas de 
forma aislada por toda la corteza y médula durante toda la experiencia (Fig. 15). 
Aunque se observó una disminución del número de linfocitos reactivos frente a este 
anticuerpo a partir de los 6 dpi (Fig. 16, C), existieron grandes diferencias 
individuales entre los animales inoculados en el recuento de linfocitos T positivos a 
este anticuerpo, tanto en la corteza como en la médula (Fig. 16). 
 




Fig. 15. Timo. ABC. A. Animal control. 20x. Los linfocitos T reactivos frente al WC1 se distribuyeron de 
forma individual por toda la corteza.  B. Animal control. 40x. Detalle de los linfocitos T γ/δ en la 
médula. C. 6 dpi. 20x y D. 9 dpi. 20x. Gran disminución del número de linfocitos reactivos en la 
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Fig. 16. Recuento (media±DS) de linfocitos T γ/δ en la corteza y médula del timo en animales no 
inoculados (NI) e inoculados con el vDVB.  
 
Estudio de la población de m-MØ 
 a) Cambios cuantitativos de la población de m-MØ 
Para el estudio de la población de m-MØ del timo se empleó el anticuerpo 
MAC387. En el timo de los animales no inoculados, se marcaron numerosos m-MØ 
(Fig. 17, A), así como algunos polimorfonucleares neutrófilos. La identificación se 
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realizó en base a las características morfológicas de las células reactivas. Los m-MØ 
se distribuyeron tanto por la corteza como por la médula, aunque en este último 
compartimento aparecieron en número mucho más elevado, acumulándose en 
ocasiones a nivel de la unión corticomedular.  
A los 3 dpi, no se observaron diferencias significativas respecto a los animales 
control en el número de células positivas (Fig. 18). Sin embargo, a los 6 dpi, se 
observó un aumento significativo en el número de células positivas tanto en corteza 
como en médula. Existió una gran diferencia en el número de células positivas entre 
los diferentes seudolobulillos, siendo estas diferencias más evidentes en la corteza. 
Los m-MØ se distribuyeron por toda la corteza, aunque se observaron acúmulos de 
células positivas en las áreas periféricas de algunos seudolobulillos.  
A los 9 dpi, se observó una disminución en el número de m-MØ marcados con 
este anticuerpo en la médula, aunque en la corteza estas células alcanzaron su 
máximo número. Los macrófagos de cuerpo tingible observados con la H-E a los 6 y 
9 dpi no se tiñeron con este anticuerpo. A los 14 dpi, el número de m-MØ positivos 
retornó a los valores normales tanto en corteza como en médula. 
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º 
Fig. 17. Timo. ABC. A. Animal control. En los animales control y a los 3 dpi, se observaron m-MØ 
reactivos frente al anticuerpo MAC387 en escaso número en la médula, y de forma aislada en la 
forma corteza. B. 6 dpi. 20x. Incremento en el número de células positivas en la corteza, con 
diferencias muy marcadas entre seudolobulillos. C. 6 dpi. 40x. Detalle en el que se observan algunos 
macrófagos de cuerpo tingible no reactivos frente a este anticuerpo. D. 6 dpi. 20x. Se observa en la 
médula el gran incremento de m-MØ reactivos. E. 10x. A los 9 dpi se detectó el máximo número de 
células reactivas en la corteza. F. 20x. A los 14 dpi el número de células positivas experimentó una 
importante disminución, retornando a los valores normales. En la imagen se observan células 
positivas en médula a nivel de la unión cortico-medular, mientras que en la corteza la reacción frente 




Ana Isabel Raya Bermúdez 











































Fig. 18. Recuento (media±DS) de m-MØ positivos frente al anticuerpo MAC387 en la corteza y 
médula del timo en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB.  
 
 b) Expresión de citoquinas 
El número de células inmunorreactivas frente a las dos citoquinas estudiadas 
fue más numeroso en la médula que en la corteza, donde el número de células 
positivas fue muy escaso a lo largo de toda la experiencia.  
 IL-1α 
 La IL-1α se detectó en células identificadas morfológicamente como m-MØ. 
En la corteza de los animales control, estas células se detectaron de forma individual 
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en muy escaso número, mientras que en la médula se encontraban formando grupos 
(Fig. 19, A). También se observaron células reactivas en el intersticio. A los 3 dpi 
(Fig. 19, B) existieron notables diferencias en el número de células entre los dos 
animales inoculados, produciéndose una disminución del número de células 
reactivas en uno de los animales inoculados. A partir de los 6 dpi se observó una 
gran disminución en el número de células que producían esta citoquina (Fig. 19, C y 
D), tanto en corteza como en médula, manteniéndose a este nivel en la médula 
hasta el final de la experiencia. El recuento del número de células reactivas frente a 
este anticuerpo se refleja en la fig. 20. 
 
 
Fig. 19. Timo. ABC. A. Animal control. 20x. Numerosos monocitos en la médula expresando IL-1α, 
mientras que en la corteza el número de células positivas fue muy escaso. B. 3 dpi. 40x. Detalle de la 
médula donde puede apreciarse como en ocasiones las células positivas aparecían agrupadas 
formando nidos.  C. 6 dpi. 20x. En fechas más avanzadas de la experiencia los niveles de IL1-
α disminuyeron considerablemente, permaneciendo esta disminución hasta el final de la experiencia, 
D. 6 dpi. 40x. Detalle de la médula en la que se observa la gran reducción del número de células 
positivas frente a este anticuerpo. 
A B 
C D 
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Fig. 20. Recuento (media±DS) de m-MØ reactivos frente a la IL-1α en la corteza y médula del timo en 
animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
 TNFα 
 El TNF-α se detectó en células identificadas morfológicamente como m-MØ, 
con una distribución similar a la IL-1α, aunque el número de células reactivas con 
este anticuerpo en la corteza fue ligeramente superior (Fig. 22). Del mismo modo 
que con la IL-1α, a los 3 dpi (Fig. 21, A y B) existieron diferencias en el número de 
células entre los dos animales inoculados. A partir de los 6 dpi también se observó 
una gran disminución en el número de células produciendo esta citoquina (Fig. 21, C 
y D), manteniéndose estos bajos niveles hasta el final de la experiencia . 
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Fig. 21. Timo. ABC. A. Animal control. 10x. Numerosas células expresando TNFα en la médula, 
mientras que en la corteza la expresión se observó solamente de forma ocasional. B. 3dpi. 20x. A los 
3 dpi el número de células positivas fue muy similar al detectado en los animales control. C. 6 dpi. 
20x. En esta imagen se pone de manifiesto la gran disminución del número de células reactivas frente 
a este anticuerpo en la médula. D. 14 dpi. 10x. A pocos aumento, se observa el escaso número de 
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Fig. 22. Recuento (media±DS) de m-MØ reactivos frente a TNFα en corteza y médula del timo en 
animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB.  
 
Estudio de la población de células retículo-epiteliales 
 a) Citoqueratinas 
 El anticuerpo anticitoqueratinas AE1-AE3 permitió la valoración de las células 
retículo-epiteliales (Fig. 24). En la corteza de los animales control (Fig. 23, A y B) 
estas células formaban un entramado en el cual se disponían los linfocitos, mientras 
que en la médula, además de las células de morfología estrellada observadas en la 
corteza, se marcaron células de gran tamaño y amplio citoplasma, identificadas por 
sus características morfológicas como células retículo-epiteliales de tipo VI, así como 
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Fig. 23. Timo. ABC. A. Animal control. 20x. B. Animal control. 40x. C. 6 dpi. 20x. En la corteza se 
observa una intensa disminución en el número de células retículo-epiteliales reactivas frente a este 
anticuerpo. D. 6 dpi. 40x. Detalle de la imagen anterior. E. 14 dpi. 20x. En esta imagen puede 
observarse el aumento del número de células retículo-epiteliales en la corteza. Asimismo, se aprecia 
el marcaje en la médula de las células retículo-epiteliales de tipo VI. F. 14 dpi. 40x. Detalle de la 
corteza en la que se observa de nuevo la recuperación de la red de células retículo-epiteliales. 
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 En la corteza de los animales inoculados se produjo una disminución del 
número de células retículo-epiteliales a partir de los 6 dpi (Fig. 23, C y D; Fig. 24), 
especialmente en uno de los animales, manteniéndose estos niveles hasta los 14 dpi 
(Fig. 23, E y F),  fecha en la que se produjo un ligero aumento del número de células 
inmunorreactivas frente a este anticuerpo.  
 En la médula, la alteración en el número de células retículo-epiteliales no fue 
tan intensa como en la corteza, observándose una disminución desde los 6 dpi hasta 





































Fig. 24. Recuento (media±DS) de células reactivas frente a las citoqueratinas AE1-AE3 en la corteza 
y médula del timo en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
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 b) HLA II 
 En los animales control (Fig. 25, A), el anticuerpo HLA II marcó células 
identificadas como m-MØ, así como células de morfología estrellada, que se 
disponían formando un entramado, tanto en corteza como en médula. Estas células 
fueron identificadas como células retículo-epiteliales, dispuestas tanto en corteza 
como en médula, y CDIs, localizadas en la médula. Debido al alto número de células 
marcadas en la médula, en esta localización la valoración se realizó de forma 
semicuantitativa (Fig. 27). 
 En la corteza, no se observaron cambios respecto a los animales control a los 
3 dpi (Fig. 26). Sin embargo, a partir de los 6 dpi, se observó una disminución en el 
número de células reactivas, que alcanzó un mínimo a los 9 dpi (Fig. 25, B) y se 
elevó ligeramente a los 14 dpi (Fig. ).   
 En la médula, el número de células retículo-epiteliales reactivas fue muy 
elevado a lo largo de toda la experiencia, aunque experimentó una disminución a 
partir de los 6 dpi.  
 
 
 Fig. 25. A. Timo. ABC. Animal control. 20x. B. Timo. ABC. 9 dpi. 20x. Intensa disminución de la red 
de células retículo-epiteliales expresando este anticuerpo. 
A B 
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Fig. 24. Recuento (media±DS) de células reactivas frente a las citoqueratinas AE1-AE3 en la corteza 
y médula del timo en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
Estudio de los fenómenos de  proliferación celular con el anticuerpo Ki67 
 La reacción frente al anticuerpo Ki67 fue detectada en el núcleo de células 
identificadas morfológicamente como linfocitos (Fig. 25), tanto en corteza como en 
médula, marcándose un mayor número de células en la médula (Fig. 26). El número 
de células en proliferación experimentó una gran disminución a los 6 dpi, sobre todo 
en la médula. En la corteza, el mínimo de células marcadas tuvo lugar a los 9 dpi 
(Fig. 25, C y D), produciéndose una recuperación a los 14 dpi, mientras que en la 
médula a los 9 dpi las células en proliferación experimentaron un ligero aumento. 
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Fig. 25. Timo. ABC. A. Animal control. 10x B. Animal control. 20x. Detalle de la corteza. C. 9 dpi. 10x. 
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Fig. 26. Recuento (media±DS) de células reactivas frente al anticuerpo Ki67 en la corteza y médula 
del timo en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
6.3. ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL 
El estudio ultraestructural confirmó los fenómenos de apoptosis observados 
en el estudio histopatológico y mediante la técnica de TUNEL. La apoptosis estuvo 
caracterizada por una condensación y marginación periférica de la cromatina y 
fragmentación del núcleo y del citoplasma de los linfocitos, originando fragmentos 
celulares rodeados por una unidad de membrana (cuerpos apoptóticos), de gran 
electrodensidad, que en su mayoría aparecían fagocitados por los macrófagos. La 
intensidad de este fenómeno en el estudio ultraestructural siguió un curso similar al 
observado con la técnica de TUNEL y al descrito en el estudio histopatológico, 
presentándose de forma aislada en los animales control y a los 3 dpi,  aumentando a 
los 6 dpi (Fig. 27), y alcanzando su máxima intensidad a los 9 dpi en corteza y 
médula para, posteriormente, disminuir al final de la experiencia.   
La población de m-MØ experimentó, desde los 3 dpi, una serie de cambios 
ultraestructurales indicativos de una activación fagocítica, caracterizados por un 
aumento del número de lisosomas y por la existencia de restos celulares fagocitados 
en el citoplasma, la mayoría cuerpos apoptóticos. 
Las células retículo-epiteliales fueron identificadas ultraestructuralmente por 
poseer un citoplasma estrellado con proyecciones largas y anchas formando uniones 
desmosómicas entre sí. En estas células se observaron a partir de los 6 dpi cambios 
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subcelulares indicativos de una degeneración celular intensa. Estos cambios 
consistieron en una masiva vacuolización citoplasmática, observándose en algunas 
de estas vacuolas vesículas compatibles con partículas víricas. 
 
Fig. 27. Timo.  MET. Macrófago fagocitando cuerpos apoptóticos en la corteza del timo a los 6 dpi.    
 
7. RESULTADOS EN EL BAZO 
7.1. ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 
 Con la técnica de la H-E no se observaron diferencias entre el bazo de los 
animales control (Fig. 28, A y B) y el de los animales inoculados con el vDVB (Fig. 
28, C y D). En todos los animales objeto de estudio, el bazo presentó características 
histológicas normales, pudiéndose diferenciar la pulpa esplénica blanca, constituida 
por los folículos linfoides y las vainas linfoides periarteriales, la zona marginal, y la 
pulpa esplénica roja, constituida por los cordones esplénicos y los senos venosos. A 
diferencia de en el timo, no se observó depleción linfoide en ninguno de los animales 
estudiados. 
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Fig. 28. Bazo. H-E. A y B. Animal control. H-E. 20x. Folículo linfoide y vaina linfoide periarterial de 
características histológicas normales. C. 9 dpi. 20x y D. 9 dpi. 40x. En esta fecha, en la que se 
observó el mayor grado de depleción en el timo, el tejido linfoide del bazo no mostró diferencias 
respecto a los animales control.   
 
7.2. ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO 
Detección de la infección vírica 
Las técnicas inmunohistoquímicas con el anticuerpo 15c5 no detectaron el 
antígeno del vDVB en los animales control ni en ninguno de los animales inoculados 
con el virus a lo largo de todo el experimento.  
 
Estudio de los fenómenos de apoptosis 
 La técnica de TUNEL permitió detectar células en apoptosis tanto en los 
animales no inoculados como en los infectados experimentalmente con el vDVB. Las 
células marcadas fueron principalmente linfocitos y algunos macrófagos. En 
ocasiones se marcaron cuerpos apoptóticos derivados de la fragmentación nuclear y 
A B 
C D 
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citoplasmática, que aparecían de forma aislada o fagocitados por macrófagos. Estas 
células positivas se localizaron en el interior y en la periferia de las estructuras 
linfoides, así como en los cordones esplénicos. No existieron diferencias 
significativas en el número de células marcadas con esta técnica entre los animales 
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Fig. 29. Recuento (media±DS) de células reactivas frente a la técnica de TUNEL en los diferentes 
compartimentos esplénicos en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
Estudio de la población de linfocitos T 
 La población de linfocitos T del timo fue marcada utilizando el anticuerpo CD3. 
Los linfocitos T reactivos a este anticuerpo se dispusieron fundamentalmente en las 
vainas linfoides periarteriales (Fig. 30, A, C y D) y, en menor medida, en los 
cordones esplénicos (Fig. 30, B) y zona marginal. También fueron detectados, 
aunque en escaso número, en los folículos linfoides. 
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 En los cordones esplénicos, el número de linfocitos T CD3+ experimentó una 
disminución a los 3 dpi (Fig. 31), retornando a los valores normales en fechas 
posteriores. El número de células reactivas frente a este anticuerpo no mostró 




Fig. 30. Bazo. ABC. A. Animal control. 20x. En esta imagen se observa la gran cantidad de linfocitos T 
reactivos en la vaina linfoide periarterial, apareciendo en escaso número en el interior del folículo 
linfoide. B. Animal control. 40x. Detalle de los cordones esplénicos, en los que se marcaron 
numerosos linfocitos frente a este anticuerpo. C. 3 dpi. 20x y D. 9 dpi. 20x. No se observaron cambios 
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Fig. 31. Recuento (media±DS) de células reactivas frente al anticuerpo anti-CD3 en los diferentes 
compartimentos esplénicos en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
Estudio de la población de linfocitos B 
 En los animales control, el anticuerpo CD79 marcó linfocitos B en todos los 
compartimentos esplénicos, estando el mayor número de células reactivas 
localizadas en los folículos linfoides (Fig. 32). 
 En esta localización, no se observaron diferencias respecto a los animales 
control a los 3 dpi (Fig. 33). A los 6 y 9 dpi, sin embargo, los animales inoculados se 
comportaron de manera diferente, produciéndose en uno de ellos un aumento y en 
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el otro una disminución. A los 14 dpi el número de células en los folículos volvió a los 
valores normales. 
 En la zona marginal y cordones esplénicos, el número de células reactivas 
disminuyó a los 3 dpi, elevándose posteriormente en ambos compartimentos a los 6 
dpi. En las vainas linfoides periarteriales, el número de linfocitos B positivos fue muy 
escaso, con un ligero incremento a los 9 dpi.  
 
 
Fig. 32. Bazo. ABC. A. Animal control. 20x. Folículo linfoide en el que se observa la reacción en los 
linfocitos B frente al anticuerpo CD79. B. 9 dpi. 20x. Folículo linfoide en el que se observa un ligero 
aumento del número de linfocitos B reactivos en esta fecha.   
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Fig. 33. Recuento (media±DS) de células reactivas frente al anticuerpo CD79 en los diferentes 
compartimentos esplénicos en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
Estudio de la población de m-MØ 
a) Cambios cuantitativos en los m-MØ 
 Con el anticuerpo MAC387 se marcaron en los diferentes compartimentos 
esplénicos m-MØ y PMN neutrófilos (Fig. 34). Para realizar el recuento de los m-MØ 
positivos las células se identificaron por sus características morfológicas (Fig. 35).  
 El mayor número de m-MØ reactivos a este anticuerpo se localizó en la zona 
marginal, rodeando a los folículos linfoides. A los 6 dpi se produjo un ligero 
incremento en estas células, que se mantuvo a los 9 dpi, y con un descenso al final 
de la experiencia. En los cordones esplénicos el número de m-MØ experimentó un 
incremento a los 6 dpi, volviendo a los 9 dpi a los valores detectados en los animales 
control.  
 En los folículos linfoides y vainas linfoides periarteriales, el número de m-MØ 
reactivos fue muy escaso, existiendo diferencias entre los animales inoculados y 
eutanasiados en la misma fecha.  
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Fig. 34. Bazo. ABC. A. Animal control. 10x. El mayor número de células reactivas frente al MAC387 
estuvo localizado en la zona marginal. B. 6 dpi. 10x. C. 6 dpi. 20x. Detalle del folículo linfoide en el 
que se observa el escaso número de m-MØ reactivos. D. 14 dpi. 10x. Disminución de las células 
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Fig. 35. Recuento (media±DS) de células reactivas frente al anticuerpo MAC387 en los diferentes 
compartimentos esplénicos en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
b) Producción de citoquinas  
 IL-1α 
 La producción de IL1-α fue muy escasa a lo largo de toda la experiencia, 
detectándose de forma aislada en cordones y zona marginal, con un ligero 
incremento del número de células positivas en ambas localizaciones a partir de los 9 




Fig. 36. Bazo. ABC. A, Animal control. 20x. B. 9 dpi. Detalle de la zona marginal en la que se observa 
una célula reactiva a la IL-1α.  
A B 
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Fig. 37. Recuento (media±DS) de células reactivas frente a la IL-1α en los diferentes compartimentos 
esplénicos en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
 
 TNFα 
Con el anticuerpo TNFα se marcaron de forma intensa m-MØ en todos los 
compartimentos esplénicos, así como un gran número de PMN neutrófilos en zona 
marginal y cordones esplénicos, que se tiñeron débilmente. La diferenciación entre 
ambos tipos celulares se realizó basándose en la morfología de las células reactivas 
y el patrón de tinción. El número de células inmunorreactivas no experimentó 
grandes cambios durante la experiencia en la zona marginal ni en las vainas 
linfoides periarteriales (Fig. 38 y 39). En los folículos linfoides el número de células 
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positivas fue muy similar entre los animales, excepto en el animal 9.2, en que se 
observó un aumento del número de células. En los cordones esplénicos, el número 
de células positivas sufrió un descenso a partir de los 6 dpi.  
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Fig. 39. Recuento (media±DS) de células reactivas frente al TNFα en los diferentes compartimentos 
esplénicos en animales no inoculados (NI) e inoculados con el vDVB. 
  
Estudio de las CDIs con el anticuerpo HLA II 
 Con el anticuerpo HLA II se marcaron en las vainas linfoides periarteriales 
células de citoplasma estrellado, que formaban una densa red, identificadas por su 
morfología y localización como CDIs (Fig. 40), así como m-MØ. No se observaron 
cambios en la distribución de estas células entre los animales control y lo animales 




Fig. 40. Bazo. ABC. Animal control. Tinción de las CDIs en una vaina linfoide periarterial.  
 
7.3. ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL 
Ana Isabel Raya Bermúdez 
Papel de las células inmunocompetentes de bazo y timo en la patogenia de la DVB 109 
 El estudio ultraestructural confirmó los fenómenos de apoptosis de los 
linfocitos observados mediante la técnica de TUNEL. Los cambios producidos en las 
células en apoptosis fueron similares a los descritos en el timo, y no se observaron 
diferencias entre los animales no inoculados y los diferentes grupos.   
 No existieron alteraciones a nivel ultraestructural en el resto de las 
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En este trabajo se realiza por primera vez un estudio pormenorizado de los 
cambios producidos en las diferentes poblaciones celulares de bazo y timo tras la 
inoculación de terneros no encalostrados con una cepa ncp de tipo 1 del vDVB. Los 
resultados de este trabajo revelan un comportamiento biológico completamente 
diferente entre los dos órganos linfoides estudiados. Así, mientras que en el timo, 
órgano linfoide primario, se observó una intensa depleción linfoide asociada a la 
presencia de antígeno vírico, en el bazo no se apreciaron lesiones significativas, no 
detectándose el virus a lo largo de toda la experiencia. 
 
Hallazgos clínicos y hematológicos 
La infección de terneros no encalostrados con la cepa ncp 7443 del vDVB tipo 
1 se desarrolló de forma subclínica, detectándose únicamente, de forma transitoria, 
un ligero incremento de temperatura y una ligera leucopenia, lo que coincide con 
diversos autores que señalan que la mayoría de las infecciones por cepas ncp del 
vDVB, tanto de tipo 1 (Wilhelmsen et al., 1990; Bolin y Ridpath, 1992; Castrucci et 
al., 1992; Bruschke et al., 1998) como de tipo 2 de baja virulencia (Kelling et al., 
2002; Liebler-Tenorio et al., 2003a; 2003b; 2004; Keller et al., 2006) se desarrollan 
sin manifestaciones clínicas evidentes. Aunque este curso subclínico de la infección, 
con una morbilidad generalmente alta y escasa mortalidad, es la forma más común 
de la DVB, se han descrito brotes de infección aguda grave causada por cepas ncp 
del vDVB tipo 2 de elevada virulencia, asociados a signos clínicos intensos, como 
fiebre alta, agalaxia, diarrea, alteraciones respiratorias, trombocitopenia intensa que 
da lugar a hemorragias, y elevada mortalidad (Carman et al., 1998; Ellis et al., 1998; 
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Odeón et al., 1999; Archambault et al., 2000; Stoffregen et al., 2000; Kelling et al., 
2002; Liebler-Tenorio et al., 2003a). 
Las lesiones macroscópicas estuvieron localizadas fundamentalmente en 
aparato digestivo y tejido linfoide, siendo escasas e inespecíficas, lo cual es 
característico de las cepas ncp de baja virulencia (Wilhelmsen et al., 1990; Bruschke 
et al., 1998). 
La temperatura rectal se elevó ligeramente a los 3 dpi, alcanzando los valores 
máximos a los 7 dpi y disminuyendo en fechas posteriores. Este incremento de la 
temperatura con un patrón bifásico ha sido descrito por otros autores con cepas ncp 
tanto de tipo 1 como de tipo 2, observándose una fiebre más intensa y prolongada 
con cepas de alta virulencia (Archambault et al., 2000; Kelling et al., 2002; Liebler-
Tenorio et al., 2003b; Keller et al., 2006). La observación de estas variaciones en la 
temperatura en nuestra experiencia se podría atribuir a que los animales fueron 
monitorizados diariamente, ya que debido a la baja intensidad de los síntomas estos 
habrían pasado desapercibidos bajo condiciones de campo.  
El incremento de temperatura a los 3 dpi coincidió con una leucopenia 
transitoria. Esta leucopenia, que desapareció a los 8 dpi, fecha en la que la 
temperatura también volvió a los valores normales, fue debida a una disminución en 
el número total de linfocitos y neutrófilos, lo que ha sido descrito en numerosas 
ocasiones tras infecciones con diferentes cepas del vDVB (Ellis et al., 1988; 1998; 
Archambault et al., 2000; Walz et al., 2001; Kelling et al., 2002; Liebler-Tenorio et al., 
2003a; 2003b; 2004, Keller et al., 2006). Estudios experimentales con cepas de alta 
virulencia de tipo 2 también señalaron disminución en el número de monocitos 
circulantes (Archambault et al., 2000), fenómeno no observado en nuestros animales 
debido a la menor virulencia de la cepa utilizada en nuestro estudio. Una de las 
consecuencias de esta disminución del recuento leucocitario es la aparición de 
infecciones secundarias con otros patógenos respiratorios y gastrointestinales (Wray 
y Roeder, 1987; Potgieter, 1995; Brodersen y Kelling, 1998).  
Todos los animales inoculados presentaron viremia transitoria entre los 3 y 12 
dpi, hecho observado en infecciones con cepas ncp (Archambault et al., 2000; Walz 
et al., 2001; Kelling et al., 2002). Sin embargo, no se detectaron anticuerpos 
neutralizantes frente al virus en ninguno de los animales inoculados, lo que coincide 
con otros autores, que señalaron que los anticuerpos frente a DVB se detectan entre 
las 2-3 semanas postinfección, dependiendo de la cepa infectante, y que alcanzan 
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una meseta aproximadamente en las 10-12 semanas postinfección (Howard, 1990). 
Además, la cantidad de anticuerpos neutralizantes producida depende de la cepa del 
virus que cause la infección, siendo mayor en los animales infectados por el vDVB 
de tipo 2 (Bolin y Grooms, 2004).  
 
TIMO 
Lesiones histopatológicas en el timo 
Microscópicamente, la principal lesión observada en nuestro estudio fue la 
intensa depleción linfoide de la corteza del timo desde los 6 dpi. La depleción linfoide 
de la corteza tímica ha sido previamente descrita en numerosos trabajos tras la 
infección con el vDVB (Marshall et al., 1996; Ellis et al., 1998; Liebler-Tenorio 
2003b), sin embargo, no se han determinado con exactitud los mecanismos 
patogénicos que dan lugar a esta alteración. 
Esta depleción linfoide puede ser atribuida a diferentes mecanismos, entre los 
cuales podrían encontrarse a) un fallo en la médula ósea, ya sea por destrucción de 
las células germinativas o por una disminución de la proliferación de linfocitos debida 
a una disfunción del microambiente hematopoyético; b) una disminución de los 
fenómenos de proliferación celular de los linfocitos de la corteza tímica; c) un 
aumento de la apoptosis debida a un fallo en la selección positiva de los linfocitos T. 
Estos dos últimos mecanismos estarían relacionados con una alteración morfológica 
y funcional de las células retículo-epiteliales. Por último, también podrían estar 
involucrados otros mecanismos como d) producción de citoquinas proinflamatorias 
por parte de los macrófagos; e) destrucción por medio de la acción de linfocitos T 
citotóxicos sobre las células infectadas con el virus; y f) efecto citopático directo del 
virus sobre los linfocitos. 
 
Fallo en la médula ósea 
Diversos estudios han relacionado alteraciones en la proliferación de células 
progenitoras de la médula ósea con la leucopenia transitoria que tiene lugar en el 
transcurso de esta enfermedad, sugiriéndose como una de las posibles causas una 
alteración del microambiente hematopoyético (Keller et al., 2006) debido a una 
inhibición o destrucción de células estromales de la médula ósea (Wood et al., 
2004), en las cuales el virus ha sido demostrado tras la infección con cepas de alta 
virulencia (Ellis et al., 1998). Estudios realizados por nuestro grupo de investigación 
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en la médula ósea de animales características inoculados con esta misma cepa, no 
detectaron antígeno vírica en ninguna población celular de este órganos ni lesiones 
histopatológicas o ultraestructurales significativas (datos no publicados).    
 
Papel de las células retículo-epiteliales en la depleción linfoide 
Las células retículo-epiteliales del timo son imprescindibles para la 
proliferación y selección de los linfocitos T (Lidyard y Grossi, 2007). Estas células 
constituyen una de las principales células blanco del virus en el timo, tanto en 
corteza como en médula, donde el virus también ha sido detectado en los 
corpúsculos de Hassall (Marshall et al., 1996; Ellis et al., 1998; Liebler-Tenorio et al., 
2003a; 2004), relacionándose la replicación del virus en células estromales con la 
depleción observada en este órgano (Ellis et al., 1998). Así, mediante microscopía 
electrónica de transmisión se han descrito cambios degenerativos en las células 
retículo-epiteliales en animales con EM, particularmente en la zona de la corteza 
(Bielefeldt-Ohmann, 1995).   
 
a) Alteraciones en la proliferación de los linfocitos T 
En la región subcapsular y zona más externa de la corteza del timo tiene lugar 
la proliferación de los linfocitos, asociados a células retículo-epiteliales que producen 
IL-7 (Peña Martínez, 1998; Abbas y Lichtman, 2004, Lidyard y Grossi, 2007). En 
nuestro estudio, se observó una disminución en el número de células en 
proliferación marcadas con el anticuerpo Ki67, que fue particularmente intensa en la 
corteza a los 9 dpi. Esta disminución de la proliferación en el timo también ha sido 
descrita tras la infección con cepas ncp de baja virulencia, aunque del vDVB tipo 2 
(Liebler-Tenorio et al., 2003b).  
En nuestro experimento, la proliferación celular en la corteza se puso de 
manifiesto a los 6 dpi, fecha a partir de la cual el antígeno vírico fue detectado en las 
células retículo-epiteliales. Esta disminución de la proliferación alcanzó sus valores 
máximos a los 9 dpi, fecha en la que se detectó la mayor cantidad de antígeno vírico 
en las células retículo-epiteliales, y en la cual se observó una importante disminución 
de la inmunorreacción frente a las citoqueratinas. La replicación del virus en estas 
células podría haber dado lugar a cambios degenerativos en estas células, 
evidenciados mediante MET, lo que podría haber ocasionado una alteración 
funcional de las mismas. Nuestro estudio es el primero en el que se lleva a cabo un 
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recuento pormenorizado de las células reticulo-epiteliales del timo y su relación con 
la proliferación de los linfocitos T en la corteza de este órgano. 
Nuestros resultados coinciden con otros estudios de proliferación celular 
llevados a cabo en animales que padecían EM, en los que se reveló la existencia de 
una intensa disminución de la actividad proliferativa de los folículos linfoides, 
coincidiendo con la detección de la cepa cp en las CDFs (Liebler et al., 1991; Liebler-
Tenorio y Pohlenz, 1997).  
 
b) Selección positiva de los linfocitos T 
Por otro lado, las células retículo-epiteliales intervienen en la selección 
positiva de los linfocitos T, que también tiene lugar en la corteza del timo. Tras la 
interacción de los timocitos “dobles positivos” por medio de su TCR con las 
moléculas del CMH de las células retículo-epiteliales, estas células producen una 
señal protectora que “rescata” de la apoptosis a los timocitos con una afinidad 
intermedia de su receptor TCR, mientras que aquellos linfocitos que muestran una 
afinidad del receptor TCR muy alta o muy baja hacia las moléculas del CMH sufren 
apoptosis y son fagocitadas por los macrófagos de la corteza (Iáñez-Parejo, 1999, 
Lidyard y Grossi, 2007).  
La alteración en las células retículo-epiteliales, evidenciada mediante la 
disminución de la inmunorreacción a las citoqueratinas, y la disminución de la 
expresión en la corteza de moléculas CMH II, posible consecuencia de la alteración 
de estas células, podrían haber interferido en los procesos de selección positiva, ya 
que los timocitos cuyos TCR no consiguen unirse a las moléculas del CMH de las 
células retículo-epiteliales mueren en la corteza. El incremento de la apoptosis, 
evidenciada mediante la técnica de TUNEL, observado en las mismas localizaciones 
y fechas en las que se produce la alteración de las células retículo-epiteliales, 
apoyaría este hallazgo. Asimismo, este incremento de la apoptosis podría explicar la 
masiva llegada de macrófagos a la corteza del timo a los 6 y 9 dpi, que intervendrían 
en la fagocitosis de estos restos celulares, siendo por lo tanto consecuencia y no 
causa de la apoptosis observada en los linfocitos. 
Estudios realizados en folículos linfoides de animales que padecían EM 
también han encontrado evidencias de alteraciones en el microambiente celular, 
debido a que las principales lesiones se produjeron en folículos linfoides, donde las 
células sufren apoptosis si no son “rescatadas” (Liu y Arpin, 1997). Estos estudios 
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demostraron que, en contraste con el antígeno de la cepa ncp persistente, el 
antígeno de la cepa cp se detecta mediante inmunohistoquímica, principalmente, en 
CDFs de los folículos linfoides en los que se observó una disminución del tamaño de 
los folículos y del número de linfocitos B (Liebler-Tenorio et al., 1997). Estudios 
mediante RT-PCR apoyan este hallazgo, ya que en la fracción linfocitaria de terneros 
con EM sólo pudo ser detectado virus ncp, y no virus cp (Greiser-Wilke et al., 1993). 
Del mismo modo que las células retículo-epiteliales en el timo, las CDFs 
permiten la supervivencia e incrementan la capacidad de proliferación de los 
linfocitos B en los centros germinales de los folículos linfoides (Kosko, 1991). Debido 
a esto, se ha sugerido que en la EM la presencia de antígeno de cepas cp en las 
CDFs pudiera cambiar la expresión de moléculas de superficie o la producción de 
citoquinas y que, por lo tanto, la disminución de los linfocitos B en estos animales no 
sería debida a un efecto directo del virus sobre los linfocitos, sino a alteraciones en 
el microambiente de los folículos linfoides (Liebler-Tenorio et al., 1995).  
 
Relación entre la producción de citoquinas proinflamatorias por parte de los 
macrófagos y la depleción linfoide tímica 
En infecciones con otros pestivirus como el virus de la peste porcina clásica, 
se ha observado una atrofia de la corteza del timo, no relacionándose la depleción 
linfoide en este órgano con la acción directa del virus sobre los linfocitos, sino con 
mecanismos indirectos, como un incremento en el número y la activación secretora 
de los monocitos-macrófagos, dando lugar a la producción de citoquinas como la IL-
1α y el TNFα (Sanchez-Cordón et al., 2002). En el caso de la DVB, diferentes 
trabajos han apuntado a la posibilidad de que existan mecanismos indirectos 
relacionados con los monocitos-macrófagos implicados en la destrucción de los 
linfocitos (Jensen y Schultz, 1991; Lambot et al., 1998).  
Así, la infección de monocitos con ambos biotipos del vDVB in vitro dio lugar a 
la producción o activación de un inhibidor soluble de la actividad de la IL-1, 
resultando en una disminución de la proliferación de los timocitos inmaduros en 
respuesta a IL-1 exógena. Este efecto antiproliferativo no se observó en leucocitos 
mononucleares de sangre periférica, apuntando a que este inhibidor podría interferir 
con la unión de la IL-1 a los timocitos inmaduros o con procesos de maduración de 
estas células dependientes de esta citoquina. Por otro lado, no se observaron 
diferencias en la cantidad de ARNm de IL-1 entre monocitos infectados y no 
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infectados con el virus (Jensen y Schultz, 1991). Estos resultados contrastan con los 
observados en nuestra experiencia, en los que, a pesar de las grandes variaciones 
individuales en la expresión de IL-1α entre los animales control y a los 3 dpi, existió 
una disminución significativa de la inmunorreacción frente a esta citoquina a partir de 
los 6 dpi, diferencias atribuibles al hecho de ser un estudio in vitro, así como a la 
utilización de una cepa diferente. Aunque Jensen y Schultz (1991) sugirieron que la 
inmunosupresión causada por la DVB es, en parte, debida a la disminución de la 
actividad de la IL-1α, la expresión de esta citoquina en la corteza del timo fue muy 
escasa a lo largo de toda la experiencia, por lo que la depleción de la corteza tímica 
no podría ser achacada en su totalidad a este fenómeno.  
Estudios in vitro muestran discrepancias en la producción de TNFα en el 
transcurso de la infección. Así, Adler et al., (1995) señalan que tanto cepas cp como 
ncp (incluyendo la cepa 7443, utilizada en nuestro estudio) disminuyen la producción 
de TNFα por macrófagos de la médula ósea estimulados con Salmonella o LPS, 
mientras que otros autores indican que las cepas cp inducen un aumento de la 
producción de TNFα por las células infectadas, participando esta citoquina como un 
factor extrínseco en la apoptosis producida por cepas cp (Yamane et al., 2005). Esta 
actividad pro-apoptótica del TNFα supone sólo un 15% de la actividad apoptótica 
observada tras la infección con cepas cp (Yamane et al., 2005), lo que apunta a la 
participación de otros mecanismos pertenecientes a la vía intrínseca, como la 
acumulación del ARN vírico intracelular (Vassili y Donis, 2000), o mecanismos 
mediados por estrés del retículo endoplásmico rugoso (Jordan et al., 2002). 
Nuestros resultados muestran que la progresiva depleción linfoide observada 
desde los 6 dpi, asociada al incremento de los fenómenos de apoptosis en esta 
fecha, no serían consecuencia del incremento de la producción de citoquinas 
proinflamatorias por parte de los macrófagos, ya que aunque se observó un 
incremento en el número de estas células, este incremento no estuvo acompañado 
de una activación secretora de los mismos. Por el contrario, la expresión de IL-1α y 
TNFα fue muy escasa en la corteza, y experimentó una significativa disminución a 
partir de los 6 dpi en la médula, lo que apoyaría la hipótesis de que la función de los 
macrófagos sería fagocítica y no secretora.  
.  
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Papel de los linfocitos T citotóxicos 
Se ha sugerido que la destrucción mediada por linfocitos T citotóxicos sea la 
responsable de las lesiones producidas en el transcurso de la EM (Bielefeld-
Ohmann, 1988). En folículos linfoides de las placas de Peyer de animales con EM, 
Liebler et al (1995) detectaron un aumento relativo de linfocitos T. Sin embargo, se 
observó una disminución del número total de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, 
en estos folículos, lo que indica una pérdida de linfocitos T y no un aumento de los 
mismos. En folículos linfoides de animales en las fases iniciales de la EM, algunos 
autores detectaron un aumento relativo de linfocitos T. Sin embargo, se observó una 
disminución del número total de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, en estos 
folículos, indicando una pérdida de linfocitos T y no un aumento de los mismos 
(Liebler et al., 1995). Sin embargo, estudios posteriores llegaron a la conclusión de 
que existía un aumento del número absoluto de linfocitos T CD4+ en las áreas 
donde la cepa cp se encontraba presente, coindiciendo con un aumento de la 
apoptosis (Frink et al., 2002). Aunque los linfocitos T CD4+ realizan normalmente 
funciones colaboradoras, también pueden ejercer una actividad citotóxica (Hahn et 
al., 1995), por lo que se ha sugerido que una respuesta inmunomediada pueda 
contribuir al desarrollo de las lesiones en la EM (Frink et al., 2002).  
La depleción de linfocitos T CD4+ en infecciones agudas da lugar a una 
viremia prolongada (Howard et al., 1992), mientras que la depleción de los linfocitos 
T CD8+ no tiene efectos en la duración de la viremia, aunque linfocitos citotóxicos 
específicos pueden ser demostrados en la circulación periférica (Howard et al., 1992; 
Beer et al., 1997). Debido a esto se ha sugerido una mayor importancia de los 
linfocitos T CD4+. Aunque los linfocitos T CD4+ son comúnmente asociados a 
funciones colaboradoras, también pueden ser citotóxicos e inducir apoptosis por la 
vía Fas/Fas ligando (Hahn et al., 1995). 
En estudios experimentales comparando infecciones persistentes con 
infecciones agudas producidas con cepas homólogas de tipo 2 de baja virulencia, se 
observó una amplia distribución del virus en ausencia de lesiones en los animales PI, 
mientras que en los animales infectados de forma aguda el virus se eliminó a partir 
de los 6 dpi, coincidiendo con una intensa depleción de folículos linfoides y corteza 
tímica. Debido a que las lesiones sólo fueron observadas tras la infección aguda, 
donde el sistema inmunológico reconoce a la cepa del virus infectante como extraña, 
y no en los animales PI, se ha sugerido que la respuesta del hospedador podría 
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contribuir a las lesiones producidas en la infección aguda (Liebler-Tenorio et al., 
2004).  
En nuestro estudio se produjo una depleción linfoide que afectó a los linfocitos 
T de la corteza del timo, siendo esta depleción linfocitaria evidente con los 
anticuerpos CD3, CD4 y CD8, y existiendo muchas variaciones individuales en el 
recuento de los linfocitos T γ/δ. El elevado número de linfocitos reactivos frente a 
estos anticuerpos permitió únicamente una valoración cuantitativa, siendo necesario 
un estudio pormenorizado de las diferentes subpoblaciones mediante otras técnicas 
para poder determinar con mayor exactitud el grado depleción y la implicación de 
estas celulas en el desarrollo de la deplecion linfoide observada en el transcurso de 
esta enfermedad.  
 
Acción directa del virus sobre los linfocitos 
En relación a la hipótesis de una destrucción de los linfocitos debida a la 
acción directa del virus, Ridpath et al. (2006) propusieron recientemente la existencia 
de un tercer biotipo, denominado linfocitopático, correspondiente a cepas ncp de alta 
virulencia que, aunque no afectaría a las células epiteliales, produciría in vitro muerte 
celular en cultivos de células linfoides. Asimismo, algunos autores señalan la 
presencia de antígeno vírico en un elevado número de linfocitos en los tejidos 
(Liebler-Tenorio et al., 2003a; 2003b; 2004). Sin embargo, otros estudios apuntaron 
a que la depleción linfoide observada en el timo no se correspondía con la infección 
de los linfocitos, en los cuales el antígeno vírico era muy escaso (Ellis et al., 1998; 
Odeón et al., 2003). Así, infecciones experimentales con cepas ncp de tipo 1 
mostraron que, a pesar de los elevados títulos de virus detectados en los órganos 
linfoides, los títulos de virus en leucocitos eran muy bajos, sugiriendo que en los 
tejidos linfoides el virus se replicaría en células diferentes a los glóbulos blancos y 
que el papel de estas células sería la diseminación del virus a través del organismo 
(Bruschke et al., 1998a). En nuestro estudio, el inicio de la depleción linfoide en el 
timo a los 6 dpi coincidió con la detección del antígeno vírico en este órgano 
mediante el anticuerpo 15c5, fundamentalmente en células de morfología estrellada 
y macrófagos, siendo escasa la infección de los linfocitos, por lo que la acción 
directa del virus sobre estas células no justificaría por sí sola la depleción observada 
en este órgano, desempeñando un papel secundario, ya que aunque la infección de 
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los linfocitos coincidió con el inicio de la muerte celular, la intensidad de la misma no 
se correspondería con la depleción linfoide.  
 
En resumen, nuestros resultados apoyarían la hipótesis de una alteración 
morfológica y funcional de la red de células retículo-epiteliales como causa principal 
de la depleción linfoide de la corteza del timo observada en este estudio. 
 
BAZO 
A pesar de la intensa depleción linfoide observada en el timo, en el bazo no 
se produjeron lesiones microscópicas, no se detectó antígeno vírico mediante 
inmunohistoquímica, y los cambios producidos en las diferentes poblaciones 
celulares fueron mínimos. Las alteraciones en el bazo así como la presencia de 
antígeno vírico en este órgano en el transcurso de la DVB son muy variables 
dependiendo de la virulencia de la cepa infectante. Así, algunos trabajos señalan la 
existencia de esplenitis serofibrinosa, hemorragias subcapsulares y depleción 
linfoide tras la infección con cepas ncp de tipo 2 de alta virulencia (Odeón et al., 
1999; Stoffregen et al., 2000), y depleción linfoide con cepas ncp de tipo 1 
(Wilhelmsen et al., 1990) mientras que en otros estudios experimentales la infección 
con el virus no produjo cambios evidentes en este órgano (Liebler-Tenorio et al., 
2003b).  
La distribución del antígeno vírico en este órgano también es muy variable, 
detectándose en algunos trabajos en CDFs y macrófagos de la zona marginal y 
pulpa esplénica blanca (Odeón et al., 1999; Liebler-Tenorio et al., 2003b), mientras 
que en otros estudios el antígeno no fue detectado o sólo se observó en células 
mononucleares dispersas en la pulpa esplénica roja (Ellis et al., 1998; Marshall et al., 
2006). Así, algunos autores señalan un tropismo del virus por órganos linfoides 
primarios como la placa de Peyer del íleon o el timo, en contraste con la escasa 
afectación de órganos linfoides secundarios como el bazo  (Ellis et al., 1998).  
Debido a que un elevado número de linfocitos B y T recirculan por este 
órgano (Westermann y Pabst, 1996), se ha sugerido que la escasa detección de 
antígeno vírico de cepas cp en el bazo en el transcurso de la EM pudiera ser debido 
al procesamiento del virus en las células, que pudo alterar los epitopos de superficie, 
lo que podría haber prevenido la entrada de células infectadas en los folículos 
linfoides del bazo (Liebler-Tenorio et al., 1997). 
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 1. La infección por la cepa 7443 ncp de tipo 1 del vDVB se produjo de forma 
subclínica y hubiera podido pasar desapercibida en condiciones de campo. La 
infección por el virus produjo una leucopenia transitoria y alteraciones en órganos 
linfoides que podrían predisponer al ternero a infecciones secundarias. 
 
2. Los resultados de este trabajo revelan un comportamiento biológico 
completamente diferente entre los dos órganos linfoides estudiados. Así, mientras 
que en el timo, órgano linfoide primario, se observó una intensa depleción linfoide 
asociada a la presencia de antígeno vírico, en el bazo no se apreciaron lesiones 
significativas, no detectándose el virus a lo largo de toda la experiencia. 
 
3. La intensa depleción linfoide en el timo estaría relacionada temporal y 
espacialmente con cambios morfológicos y funcionales de las células retículo-
epiteliales, incluida la infección de estas células, que inducirían una disminución en 
la proliferación y/o en la selección de los linfocitos.  
 
4. La apoptosis de los linfocitos en el timo sería consecuencia de la falta de 
estimulación de esta población celular por la alteración de las células retículo-
epiteliales, descartándose la acción directa del virus como principal causa de este 
fenómeno. 
 
5. El incremento en el número de macrófagos observado en el timo sería 
consecuencia y no causa de la apoptosis de los linfocitos, ya que no se observan 
fenómenos de activación secretora en esta población celular. 
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 La DVB es una enfermedad de distribución mundial causada por un virus ARN 
perteneciente al género Pestivirus, el cual se clasifica dentro de la familia 
Flaviviridae. Esta enfermedad produce una amplia variedad de presentaciones 
clínicas.  
 La mayor parte de las infecciones en animales inmunocompetentes con las 
cepas ncp de tipo 1 y 2 de baja virulencia tienen un curso subclínico, con una alta 
morbilidad y baja mortalidad. Estas infecciones pasan desapercibidas en la mayoría 
de las ocasiones, mostrando únicamente una ligera elevación de la temperatura 
corporal, disminución del recuento leucitario e inmunodepresión. Esta 
inmunodepresión incrementa la susceptibilidad de los animales infectados a las 
infecciones secundarias. De este modo, el vDVB juega un importante papel en 
procesos multifactoriales como el complejo respiratorio bovino.   
 Diez terneros no encalostrados, clínicamente sanos, seronegativos frente al 
vDVB, de seis semanas de edad, fueron utilizados. Ocho terneros fueron inoculados 
intranasalmente con la cepa ncp 7443, de tipo 1. Dos terneros fueron no inoculados 
y se utilizaron como controles.   
 Los signos clínicos y la temperatura rectal fueron monitorizados dos veces al 
día. Muestras de sangre y suero fueron tomadas antes de la inoculación para 
obtener los valores basales, y en varios momentos post-inoculación. Los terneros 
fueron sedados y eutanasiados en grupos entre los 3 y 14 dpi. Esta fase de la 
experiencia se realizó de acuerdo con el Código de Prácticas para el Alojamiento y 
Cuidado de Animales empleados en Procedimientos Científicos, aprobado por la 
Unión Europea en 1986 (86/609/EEC). 
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En la necropsia se tomaron muestras de bazo y timo que fueron fijadas en 
diferentes fijadores para el estudio estructural, ultraestructural e inmunohistoquímico. 
La principal lesión observada en el estudio estructural fue una intensa depleción 
linfoide de la corteza del timo que tuvo lugar en los animales inoculados de los 6 a 
los 14 dpi. Esta depleción estuvo acompañada de un incremento de la apoptosis de 
los linfocitos y de una intensa disminución de la proliferación de los linfocitos.  
En nuestro estudio, el inicio de la depleción linfoide en el timo a los 6 dpi 
coincidió con la detección del antígeno vírico con el anticuerpo 15c5. Sin embargo, el 
efecto directo del virus sobre los linfocitos no justificaría por sí solo la depleción 
observada en este órgano, jugando un papel secundario, ya que la infección de 
estas células fue muy escasa y no correspondió con la depleción linfoide. 
 Esta depleción tampoco fue debida a un incremento de la producción de 
citoquinas proinflamatorias por parte de los macrófagos, ya que, aunque existió un 
incremento numérico de estas células, este incremento no se acompañó de una 
activación secretora. Al contrario, la expresión de IL-1 α y TNFα experimentó una 
disminución en la médula a lo largo del experimento. 
 A los 9 dpi, el virus fue detectado en células retículo-epiteliales, coincidiendo 
con una disminución en la expresión de citoqueratinas. La replicación del virus en 
estas células podría explicar la intensa disminución en el número de linfocitos en 
proliferación que tuvo lugar en la corteza. Asimismo, la alteración de estas células 
pudo interferir con los fenómenos de selección positiva que tienen lugar en la 
corteza, justificando el incremento de la apoptosis de los linfocitos observada 
mediante la técnica de TUNEL.  
 A pesar de la intensa depleción linfoide observada en el timo, no existieron 
lesiones histopatológicas en el bazo. El antígeno vírico no fue detectado mediante 
inmunohistoquímica en este órgano, y no tuvieron lugar cambios significativos en las 
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 Bovine viral diarrhea (BVD) is a worldwide disease caused by a RNA virus 
belonging to the genus Pestivirus, which is classified within the family Flaviviridae. 
 Most infections in immunocompetent animals with noncytopathic strains of 
BVD type 1 and type 2 of low virulence have a subclinical course, with high morbidity 
and low mortality. These infections go unnoticed in most cases showing a slight 
elevation of body temperature, decreased white blood cell and immunosuppression. 
Immunosuppresion increases the susceptibility of the infected animals to secondary 
infections. Thus, the BVD infection plays an important role in multi-etiological 
processes, such as respiratory bovine complex. 
 Ten clinically healthy, colostrum-deprived, BVD seronegative, six to eight-
weeks-old calves, were used. The immune status of all animals before experimental 
BVD infection was determined by ELISA. Eight calves were inoculated intranasally 
with the non cytopathic strain 7443, type I. Two calves were not inoculated and 
served as controls. 
 Clinical signs and rectal temperature were monitored twice daily. Blood 
samples were taken from all calves at several postinoculation days. Calves were 
sedated and euthanized in batches between 3 and 14 postinoculation days. Control 
animals were killed at the end of the experiment. The experiment was carried out in 
accordance with the Code of Practice for Housing and Care of Animals used in 
Scientific Procedures, approved by the European Economic Community Union in 
1986 (86/609/EEC). 
At necropsy, tissue simples were collected from spleen and thymus and fixed 
in solutions for structural, immunohistochemical and ultrastructural study.  
Ana Isabel Raya Bermúdez 
Papel de las células inmunocompetentes de bazo y timo en la patogenia de la DVB 124 
 The main lesion observed in the structural study was a severe lymphoid 
depletion in thymus between 6 to 14 dpi in inoculated animals, accompanied by an 
increase in lymphocytes apoptosis and a severe decrease of lymphocyte 
proliferation. 
 In our study, the onset of lymphoid depletion in the thymus at 6 dpi was 
coincident with the detection of viral antigen with the antibody 15c5. However, the 
virus was mainly located in macrophages and cells with dendritic morphology, and 
the number of infected lymphocytes was very low. So, the direct effect of the virus on 
these cells would not justify the depletion observed in this tissue, playing only a 
secondary role, because although the infection of lymphocytes was coincident with 
the start of cell death, the intensity of infection of these cells not corresponded with 
lymphoid depletion. 
 Our results show that the progressive lymphoid depletion observed from 6 dpi, 
associated with the increase in of apoptosis on this date, would not be the result of 
increased production of pro-inflammatory cytokines from macrophages. Although 
there was an increase in the number of these cells marked with the MAC387 
antibody, this increase was not accompanied by a secretory activation. By contrast, 
the expression of IL-1 α and TNFα was very low in the cortex, and experimented a 
significant decrease from 6 dpi in the medulla. 
 At 9 dpi the largest amount of viral antigen was detected in reticulo-epithelial 
cells, with a decrease in cytokeratin expression. The replication of the virus in these 
cells could have resulted in death or functional alteration of this cells, and this could 
explain the severe decrease in the number of proliferating lymphocytes.  
 The alteration in the reticulo-epithelial cells, as evidenced by the decrease in 
inmunorreacción to cytokeratins, and the decrease of the expression in the cortex of 
MHC II molecules, possible consequence of the disruption of these cells, could have 
interfered with the positive selection of thymocytes, resulting in apoptosis of these 
cells. The increase of apoptosis, as evidenced by TUNEL technique, seen in the 
same locations and dates support this finding. 
 Despite the lymphoid depletion observed in the thymus, there were no 
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